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Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) zählt zu den häufigsten Erblindungsursachen 
in der westlichen Welt. Die Pathogenese der AMD ist mit lokaler und systemischer Entzündung 
assoziiert. Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass virale und/oder bakterielle Infektionen 
zu einer Verstärkung dieser Entzündungsreaktion in der alternden Retina führen. Um ein bes-
seres Verständnis der bei der AMD ablaufenden pathologischen Mechanismen zu erlangen, 
wurden die Effekte des synthetischen viralen RNA Analogons Poly(I:C) und der viral-bakteri-
ellen DNA (CpG-ODN) auf die Expression von Genen, die bei der Pathogenese der AMD in-
volviert sind, verglichen. Die Untersuchungen wurden an kultivierten humanen retinalen Pig-
mentepithelzellen (RPE) durchgeführt.  
Es wurde gefunden, dass Poly(I:C) die Genexpression des Pattern-Recognition-Rezeptors 
(PRR) TLR3, der Transkriptionsfaktoren HIF-1α und p65/NF-κB, des angiogenen Faktors 
bFGF, von zahlreichen Entzündungsmediatoren (IL-1β, IL-6, TNFα, MCP-1, MIP-2) sowie der 
Komplementfaktoren C5, C9, CFB induziert. Weiterhin initiierte die Stimulation mit Poly(I:C) 
sowohl die Aktivierung der intrazellulären Signalproteine ERK1/2 und p38-MAPK als auch die 
Sekretion von bFGF und TNFα aus den Pigmentepithelzellen. Die Poly(I:C)-induzierte Gen-
transkription wird durch verschiedene Signalwege und Transkriptionsfaktoren vermittelt. CpG-
ODN führte bei den RPE-Zellen nur zu einer geringen, transienten Erhöhung der Genexpression 
der Transkriptionsfaktoren p65/NF-κB und NFAT5 und der Komplementfaktoren C5 und C9. 
Die Wirkung viraler RNA und der moderate Einfluss viral-bakterieller DNA auf die Genex-
pression bei RPE-Zellen legen nahe, dass vor allem virale RNA physiologische Veränderungen 
im RPE induziert und somit Entzündungsreaktionen in der alternden Retina verstärkt. Weiter-
hin lässt sich schließen, dass eine selektive Inhibition einzelner Signalwege oder Transkripti-
onsfaktoren im RPE wahrscheinlich nicht ausreicht, um die Entwicklung einer AMD effektiv 
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1.1 Das Auge und die Retina 
Als visuelles Sinnesorgan ermöglicht uns das Auge, physikalische Reize in Form von Licht der 
Wellenlängen zwischen 400-750 nm wahrzunehmen (Gekle et al., 2010, S. 680). Am hinteren 
Augapfel werden dafür drei hauptsächliche Schichten unterschieden (Abb. 1): die äußere Tu-
nica fibrosa bulbi (Sclera), die sich anschließende Tunica vasculosa bulbi (Choroidea, Ader-
haut) und als innerste Schicht die dem Glaskörper anliegende Tunica interna bulbi (Retina, 
Netzhaut). Mit einer Dicke von 0,1-0,5 mm reicht die durchsichtige Retina vom Rand der Pu-
pille bis zum Sehnervenaustrittspunkt (Discus nervi optici). An dieser Stelle laufen einerseits 
alle Axone der Ganglienzellen zusammen und verlassen die Retina, anderseits treten hier die 
Arteria und Vena centrales retinae ein und verzweigen sich. Da es hier keine lichtempfindli-
chen Nervenzellen gibt, bezeichnet man die Papilla nervi optici auch als „Blinden Fleck“ 
(Welsch and Sobotta, 2006, S. 54). In der Retina lässt sich die lichtempfindliche Pars optica 
retinae von der im vorderen Bereich des Bulbus befindlichen, lichtunempfindlichen Pars caeca 









Während sich die Pars caeca retinae aus zwei vorwiegend pigmentierten Epithelschichten ohne 
Lichtsinneszellen zusammensetzt, gliedert sich die Pars optica retinae in zwei funktionell un-
terschiedliche Schichten. Die mehrschichtige innere, als Stratum nervosum retinae bezeichnete, 
umfasst die ersten drei Neurone der Sehbahn, sowie Horizontal-, Amakrin- und Müllersche 
Gliazellen (Abb. 2). Sie ist eine Projektionsfläche für das durch die Hornhaut, den Linsenappa-
rat und den Glaskörper (Vitreus) erzeugte reelle Bild und für die Umwandlung der Lichtreize 
in neuronale Aktivität sowie die Verarbeitung und Weiterleitung der visuellen Informationen 
zuständig. Die Stäbchen und Zapfen bilden als Photorezeptoren dabei den äußeren Abschluss 
des Neuroepithels, sodass Photonen erst alle anderen Schichten durchdringen müssen, bevor 
sie absorbiert werden. Dies ist der Tatsache geschuldet, dass die empfindlichen Rezeptoren mit 
den anderen Neuronen sowie der äußeren Retinaschicht in enger Beziehung stehen müssen, um 
zu funktionieren.  
 
Abbildung 2: Aufbau der Netzhaut [aus: Duale Reihe Anatomie S. 968, 2010] 
Die Stelle des schärfsten Sehens (Fovea centralis) liegt genau ausgerichtet zur optischen Achse 
des dioptrischen Apparates in der Netzhautmitte des hinteren Augenpols. Die Fovea centralis 
und der sie umgebene 1-2 mm große pigmentierte Bereich (Macula lutea, gelber Fleck) sind 
gekennzeichnet durch eine hohe Zapfendichte. Im Zentrum der Fovea fehlen die inneren Netz-
hautschichten mit den Blutgefäßen und das Licht trifft fast direkt auf die Photorezeptoren. Dies 
und das Midget-System der neuronalen Verschaltung sind die Grundlage für die hohe visuelle 
Auflösung. Gleichzeitig entsteht dadurch ein kritisches Gleichgewicht zwischen limitierter 
Durchblutung und hoher Stoffwechselleistung, das die Makula anfällig für selbst kleine Stö-





1.2 Das retinale Pigmentepithel 
Das äußere Retinablatt wird als Stratum pigmentosum oder retinales Pigmentepithel (RPE) be-
zeichnet und umschließt sowohl die Pars optica als auch die Pars caeca der Retina von außen 
(Aumüller and Kirsch, 2010, S. 965-968). Es handelt sich dabei um ein einschichtig kubisches 
Epithel neuroektodermaler Herkunft, das durch melaninhaltige Zellen dunkel gefärbt ist (De-
trick and Hooks, 2010). Mit ihrer Basallamina liegt das RPE der Bruchschen Membran (BM) 
auf (Davidson et al., 2014; Welsch and Sobotta, 2006, S. 45). Diese rund 2 µm dicke Schicht 
dient mit ihrer hohen Dichte an elastischen Fasern als Antagonist der Ziliarmuskulatur und 
grenzt als selektive Diffusionstrecke die nährstoffreichen Kapillaren der Aderhaut von dem 
metabolisch aktiven Pigmentepithel ab (Ambati et al., 2003; Kumar et al., 2004; Hollborn et 
al., 2007; Welsch and Sobotta, 2006, S. 45). Im Bereich der Makula ist diese Schicht deutlich 
dünner und poröser, was zu dem gehäuften Auftreten der altersbedingten Makuladegeneration 
(AMD) in diesem Bereich beiträgt (Herrmann et al., 2013). Mit ihren apikalen Ausläufern um-
schließt das RPE die Lichtsinneszellen. Diese räumliche Nähe ist eine entscheidende Voraus-
setzung für die Funktionsweise des RPE. Kommt es im Rahmen einer Netzhautablösung oder 
choroidalen Neovaskularisation (CNV) zu einer Trennung dieser Kompartimente, wird diese 
Einheit dysfunktional (Davidson et al., 2014). Zu den wichtigsten Aufgaben des RPE (Abb. 3) 
zählt einerseits die Phagozytose der Membranen, die in einem diurnalen Rhythmus von den 
Photorezeptorenaußensegmenten abgeworfen werden, sowie die Regeneration des 11-cis-Re-
tinals, das als lichtempfindlicher Bestandteil der Opsine eine wichtige Rolle spielt (Welsch and 
Sobotta, 2006, S. 45). 
 
Abbildung 3: Die Aufgaben des RPE sind vielseitig. Es ist maßgeblich am Prozess des Sehens, der 







Mit ihrem hohen Anteil an Melanin wird die Lichtreflexion und damit eine Streuung des Lichtes 
verhindert. Dies ist bedeutsam für die Sehschärfe (Lüllmann-Rauch, 2009, S. 590). Die Tem-
peratur des RPEs steigt durch die Lichtabsorption auf über 40° Celsius an, wobei die Kühlung 
durch die hohe Durchblutungsrate der Aderhaut geschieht, die sogar noch höher als die der 
Nebenrinde ist (Strauss, 2009a). Gleichzeitig schützt das RPE die Außensegmente der Photore-
zeptoren gegen durch anfallende Radikale verursachte Photooxidation (Aumüller and Kirsch, 
2010, S. 968). Dies geschieht mithilfe zahlreicher Reparaturmechanismen für zerstörte Desoxy-
ribonukleinsäure (DNA) und Proteine (Strauss, 2009b). Zusätzlich hat das RPE eine trophische 
Funktion und vermittelt den Stoffaustausch zwischen Ader- und Netzhaut (Ambati et al., 2003). 
Die Zellen des Pigmentepithels sowie die Endothelzellen der retinalen Kapillaren sind durch 
tight junctions bestehend aus Leistenproteinen wie Claudin und Adaptor-Proteinen wie ZO-1 
untereinander verbunden und bilden so die äußere- und innere Blut-Retina-Schranke (BRS) 
(Aumüller and Kirsch, 2010, S. 964; Lüllmann-Rauch, 2009, S. 37; Penfold et al., 2001). Die 
BRS schützt die Retina von im Blut zirkulierenden, nicht membrangängigen Stoffen und einer 
überschießenden Immunantwort (Penfold et al., 2001). Ebenso verhindert sie einen unkontrol-
lierten parazellulären Transport von z.B. Glucose und Aminosäuren. Die Deckung des hohen 
Energiebedarfs und der Austausch von Stoffwechselprodukten über die Barriere erfolgt mithilfe 
spezieller aktiver membranständiger Transporter (Davidson et al., 2014; Lüllmann-Rauch, 
2009, S.594f.).  
Im Rahmen der Immunantwort bilden die RPE-Zellen die „first line of defense“ und spielen als 
antigenpräsentierende Zellen (APC) eine wichtige Rolle bei der adaptiven Immunantwort 
(Kumar et al., 2004). So exprimieren sie eine Reihe von Toll-like-Rezeptoren (TLR), die als 
Pattern-Recognition Receptors (PRR) pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMP) erken-
nen wie sie von Viren, Bakterien und Pilzen produziert werden (Trinchieri and Sher, 2007). 
Dazu gehört zum Beispiel durch TLR3 erkannte, bei der Virusreplikation vorkommende dop-
pelsträngige Ribonukleinsäure (dsRNA) oder durch TLR9 registrierte, unmethylierte CpG-
Dinucleotide, die gehäuft in viraler und bakterieller DNA vorkommen (Fujimoto et al., 2010; 
Klettner et al., 2014; Rassow et al., 2012; Trinchieri and Sher, 2007). Die Aktivierung von 
TLR2, TLR3 oder TLR9 stimuliert die Produktion proinflammatorischer angiogener Zytokine 
und Chemokine in RPE-Zellen (Chen et al., 2013; Fujimoto et al., 2010). Dazu gehören Inter-
leukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8), das monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1) und vor 
allem der vascular endothelial growth factor (VEGF) (Ebihara et al., 2007). Dadurch können 
Mikroorganismen und intrazelluläre Pathogene wie z.B. Toxoplasma gondii zusammen mit 




et al., 2007; Fujimoto et al., 2010). Ein wichtiger Bestandteil bildet dabei auch die Beteiligung 
des Komplementsystems und die Regulation der Expression von major histocompatibility com-
plex (MHC) I und II Molekülen (Detrick and Hooks, 2010). Eine überschießende Immunant-
wort, die zu einer starken oder chronischen Entzündung führt, würde jedoch die Schranken-
funktion des RPEs beeinträchtigenn und zur Einsprossung von Gefäßen führen (Penfold et al., 
2001). Daher verfügt das RPE über die Möglichkeit, die Immunantwort abzuschwächen. Dies 
geschieht durch die Freisetzung verschiedener Faktoren wie z.B. von Interferon β (Detrick and 
Hooks, 2010). 
 
1.3 Die Altersbedingte Makuladegeneration 
Weltweit ist die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) nach dem Katarakt und dem Glau-
kom mit einer Prävalenz von 8,7 % die dritthäufigste Erblindungsursache (World Health Orga-
nization). Als Blindheit ist in Deutschland dabei ein Visus des besseren Auges von höchstens 
1/50 mit optimaler Korrektur definiert. In den USA, Westeuropa, Japan und Australien stellt 
die AMD die häufigste Ursache für irreversible Blindheit der über 65 Jährigen dar (Ambati et 
al., 2003; Anderson et al., 2002; Penfold et al., 2001). Global sind über 50 Millionen Menschen 
betroffen (Stanton and Wright, 2014). Die Inzidenz und Prävalenz steigen mit zunehmenden 
Lebensalter an (Schargus, 2015). Aufgrund des demografischen Wandels und des daraus resul-
tierenden zunehmenden Durchschnittalters der Bevölkerung ist daher auch in Deutschland mit 
einer Zunahme der Anzahl der Betroffenen zu rechnen (Cousins et al., 2012).  
Die Erkrankung manifestiert sich langsam fortschreitend und wird klassischerweise in der Früh-
form als sogenannte trockene AMD auffällig. Dieses Stadium ist durch einen geringen Visus-
verlust, das Vorhandensein von Drusen sowie die nicht zwangsläufig vorhandene Degeneration 
des RPE und der Photorezeptoren gekennzeichnet (Cousins et al., 2012; Fletcher et al., 2014; 
Herrmann et al., 2013, S 378). Drusen kommen auch im natürlichen Alterungsprozess bei vie-
len Menschen vor. Im Rahmen der AMD treten sie jedoch früher und ausgeprägter auf und 
werden daher als klinisches Kennzeichen der AMD gesehen (Herrmann et al., 2013, S. 380). 
Es handelt sich dabei um eine Akkumulation von Ablagerungen und Zellrückständen des RPE 
zwischen dessen basaler Membran und der Bruchschen Membran (Ambati et al., 2003; Pen-
fold et al., 2001). Typischerweise kommt es zu einer Akkumulation der Drusen im Bereich der 




entzündliche und immunologische Prozesse voraus (Anderson et al., 2002; Johnson et al., 
2001). 
Mit dem Voranschreiten der Erkrankung kann es zur geografischen Atrophie (GA) kommen, 
bei der das RPE und die neurale Retina teilweise komplett degeneriert sind und so das Auftreten 
eines Zentralskotoms möglich ist (Penfold et al., 2001). Mithilfe des sogenannten Amsler-Git-
tertestes (Abb. 5) lassen sich AMD-bedingte Veränderungen des Sehens vom Patienten selbst 
evaluieren. Bemerkt dieser das Auftreten von Metamorphopsien (Abb. 5, rechtes Bild), eine 
Visusminderung oder Gesichtsfeldausfälle ist die Konsultation eines Augenarztes dringend an-
geraten.  
 
Abbildung 5: Amsler Test. Links normal. Rechts krankhaft verändert mit Metamorphopsien und beginnendem Zentralskotom 
bei AMD [nach http://www.neuhann.de/assets/Patienteninformation/AMD-2/AMD-S9-1.jpg zuletzt besucht 15.06.2016] 
Als zweite Spätform neben der geographischen Atrophie kann es zur Ausbildung einer feuchten 
AMD kommen, die durch die pathologische Ausbildung neuer Blutgefäße gekennzeichnet ist, 
Abbildung 4: Fundusaufnahmen eines gesunden Augenhintergrundes (links) und einer Drusenmakula (rechts) bei 
AMD [nach http://www.sens.org/sites/srf.org/files/KLiker%20Report%201%20Figure%201%20AMD%20Re-





die sich unreguliert in der Makula bis in die Fovea zentralis ausbreiten (choriodale Neovasku-
larisation, CNV) (Herrmann et al., 2013, S. 378; Murakami et al., 2014). Die neugebildeten 
Blutgefäße bahnen sich ihren Weg ausgehend von der Aderhaut durch Risse in der Bruchschen 
Membran in die Extrazellulärmatrix zwischen dem RPE und der Aderhaut und können aufgrund 
von Defekten im RPE oder einer Netzhautablösung zu einem irreversiblen Visusverlust führen 
(Ambati et al., 2003). Vor allem der VEGF spielt als Hypoxie-induzierter angiogener Faktor 
eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von CNV und Makulaödem (Veltmann et al., 
2016). Die feuchte Form der AMD ist seltener als die trockene, trotzdem sind diese pathologi-
schen Gefäßeinsprossungen für die Patienten dramatischer und für den Großteil der durch AMD 
verursachten Erblindungen verantwortlich (Cheung and Wong, 2014; Nozaki et al., 2006). Das 
Spätstadium der Erkrankung wird auch als Makuladegeneration Junius-Kuhnt bezeichnet, bei 
der lediglich noch das periphere Gesichtsfeld intakt ist (Sachsenweger, 2003). 
 
Klinisch wird die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) vor allem anhand der fundusko-
pischen Netzhautveränderungen klassifiziert (Tab. 1). Dabei dient vor allem die Age-Related 
Eye Disease Studie (AREDS) als Grundlage für eine einheitliche Definition.  
 
Tabelle 1: Aktuelle 5-stufige klinische Einteilung der altersbedingten Makuladegeneration (AMD) mit Definitionen der fun-
duskopischen Netzhautveränderungen des Beckman Initiative for Macular Research Classification Committees [nach Ferris 
et al. 2013] 
 
Neben der bereits erwähnten Funduskopie spielen FAF (Fundusautofluoreszenz)- oder angio-
graphische Untersuchungsbefunde und im besonderen Maße die Schnittbilduntersuchung der 
Klassifikation der AMD  Definition  




Keine Drusen und keine AMD-Pigmentveränderungen  
Normale Altersveränderungen  
 
Kleine Drusen (≤ 63μm) und keine AMD-typischen Pigmentverände-
rungen 
Frühe AMD  Mittlere Drusen (>63μm und ≤ 125μm) und keine AMD-typischen 
Pigmentveränderungen  
Intermediäre AMD  Große Drusen (>125μm) und/oder jegliche AMD-typische Pigmentver-
änderungen  




Netzhaut, die sogenannte optische Kohärenztomografie (OCT), eine wichtige Rolle bei der 
Diagnose und der Verlaufskontrolle der Erkrankung (Abb. 6).  
 
Obwohl die Pathophysiologie am wahrscheinlichsten ein Zusammenspiel von Degeneration, 
Alterungsprozessen, externen Umwelteinflüssen und genetischen Faktoren voraussetzt, ist sie 
bis jetzt noch nicht vollständig geklärt (Ambati et al., 2003; Herrmann et al., 2013, S. 378). 
Allerdings wurden verschiedene Risikofaktoren identifiziert, die die Entstehung der AMD be-
günstigen. Dazu gehören Rauchen, höheres Alter, Ultraviolett(UV)-Licht Exposition, arterielle 
Hypertension, familiäre Belastung mit AMD und verschiedene genetische Polymorphismen der 
Apolipoproteine, der Matrix-Metalloproteinasen, der TNF-Proteinfamilie, des Komplement-
systems und von VEGF (Cheung and Wong, 2014; Fletcher et al., 2014; Guymer and Robman, 
2007). Auch durch Retroposons codierte Alu-RNA scheint bei der Degeneration der alternden 
Retina eine Rolle zu spielen (Kaneko et al., 2011; Tarallo et al., 2012). 
Die AMD ist weiterhin mit chronischer systemischer und lokaler Entzündung sowie mit der 
Aktivierung des Komplementsystems assoziiert (Anderson et al., 2010; Cheung and Wong, 
2014). Die bisher identifizierten Bestandteile der Drusen unterstützen diese These. So wurden 
Apolipoproteine, Immunoglobuline, Fibrinogen und Akute-Phase-Proteine wie das C-reaktive 
Protein (CrP) nachgewiesen (Anderson et al., 2002). Ebenso sind Bestandteile der Endstrecke 
Abbildung 6: Mit Hilfe eines speziellen Laserlichtes werden bei 
der optischen Kohärenztomographie die verschiedenen Schichten 
des Auges sichtbar gemacht. AMD- typische Veränderungen wie 
Drusen und Ödeme lassen sich damit gut darstellen.  
A: OCT eines gesunden Auges mit unauffälliger Makula   
B: OCT bei trockener AMD und mit * gekennzeichnete Drusen-
formationen 
C: OCT bei feuchter AMD und mit ° gekennzeichnetes Ödem 
[nach: http://www.neuhann.de/assets/Patienteninforma-





des Komplementsystems und dsRNA vorhanden (Johnson et al., 2001; Murakami et al., 2014). 
Verschiedene Studien haben eine Verbindung zwischen aktivierten Makrophagen und anderen 
Entzündungszellen und der Entstehung von Drusen und CNV dargestellt (Cousins et al., 2004; 
Cousins et al., 2012; Penfold et al., 2001). Chronische Infektionen wurden bereits bei anderen 
vaskulären Erkrankungen wie der Artherosklerose als pathophysiologisch bedeutsam angese-
hen (Cousins et al., 2012; Miller et al., 2004). So erscheint auch bei der Pathogenese der retina-
len Entzündung eine chronische Infektion plausibel. Zu den infektiösen Pathogenen, die eine 
solche Entwicklung hervorrufen könnten, gibt es allerdings widersprüchliche Ergebnisse (Guy-
mer and Robman, 2007; Haas et al., 2009; Ishida, 2003; Kalayoglu et al., 2005; Kessler et al., 
2006; Khandhadia et al., 2012; Robman et al., 2005). Sowohl die Beteiligung von Bakterien 
(Chlamydia pneumoniae) als auch die von Viren exogener- (Cytomegalievirus, Herpes simplex) 
sowie endogener Herkunft (Alu RNA) wurden als Ursache für die Entzündungsreaktionen bzw. 
deren Verstärkung in der alternden Retina in Betracht gezogen (Ishida, 2003; Kalayoglu et al., 
2005; Kaneko et al., 2011; Miller et al., 2004;  Mukhamed'ianova et al., 2014; Robman et al., 
2005; Tarallo et al., 2012). Kleinman et al. (2012) konnten im Mausmodell zeigen, dass small 
interfering RNAs (siRNA) durch die Aktivierung von TLR3 in RPE-Zellen die Degeneration 
der Retina induzieren können. Experimentell im Mausmodell hervorgerufene CNV war bei 
chronisch infizierten Tieren ebenfalls stärker ausgeprägt als bei gesunden (Cousins et al., 2012). 
 
1.4 Toll-like Rezeptoren 
Um mikrobielle Pathogene abzuwehren und seine immunregulatorischen Funktionen ausüben 
zu können, muss das RPE zuerst aktiviert werden (Chen et al., 2013). Toll-like Rezeptoren 
(TLR) spielen dabei als Bestandteil des angeborenen und als Verbindung zwischen angebore-
nem und erworbenem Immunsystem eine wichtige Rolle (Kumar et al., 2004). TLR sind Pat-
tern-Recognition-Rezeptoren (PPR), die von verschiedenen Mikroorganismen gebildeten Lip-
ide, Kohlenhydrate, Peptide und Nukleinsäurestrukturen erkennen (Kumar et al., 2004; Trin-
chieri and Sher, 2007). Auch die in den Zellwänden gramnegativer Bakterien vorkommenden 
Lipopolysaccharide (LPS) werden durch PPRs erkannt. Die Bindung an einen TLR führt zur 
Bildung von proinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen, Interferonen und antimikrobiellen 
Peptiden sowie zur Initiierung adaptiver Immunreaktionen (Detrick and Hooks, 2010; Fujimoto 
et al., 2010). Dies geschieht über die Aktivierung verschiedener Signalwege, bei denen mito-
gen-activated protein (MAP) Kinasen (p38 und ERK1/2) und NF-κB (nuclear factor 'kappa-




2012, S. 660; Trinchieri and Sher, 2007). NF-κB ist ein wichtiger Transkriptionsfaktor, der 
zelluläre Entzündungsreaktionen auslöst (Rassow et al., 2012, S. 660).  
Es sind bislang 10 TLR im menschlichen Genom identifiziert worden, die alle eine andere Spe-
zifität zeigen (Rassow et al., 2012, S. 660). TLR befinden sich intrazellulär in der Membran 
von Vesikeln und anderen Organellen oder in den Zellmembranen von Endothelzellen, dendri-
tischen Zellen, Makrophagen und verschiedenen weiteren Zellen des Immunsystems (Rassow 
et al., 2012, S. 660; Trinchieri and Sher, 2007). Sind bestimmte TLR nicht vorhanden oder 
mutiert, konnte im Tiermodell eine erhöhte Anfälligkeit gegenüber viralen, bakteriellen und 
Pilzinfektionen nachgewiesen werden (Trinchieri and Sher, 2007). RPE-Zellen exprimieren 
TLR 1-7, 9 und 10, die alle das Potential haben, Immunreaktionen in der Retina auszulösen 
(Detrick and Hooks, 2010; Fujimoto et al., 2010). Vor allem TLR3 zeigt ein hohes Expressi-
onsniveau (Detrick and Hooks, 2010; Kumar et al., 2004).  
 
1.5 Angiogene Faktoren 
Die Entwicklung neuer Gefäße aus bereits bestehenden Gefäßnetzwerken, die sogenannte An-
giogenese, ist sowohl bei der embryonalen Entwicklung als auch bei somatischem Wachstum 
essentiell (Ambati et al., 2003). Chronisch entzündliche Prozesse und die Reparatur beschädig-
ten Gewebes sind ebenfalls durch die Neubildung von Blutgefäßen gekennzeichnet (Zittermann 
and Issekutz, 2006). Allerdings spielt die Angiogenese auch bei der Pathogenese von Tumoren 
oder der AMD eine zentrale Rolle (Ambati et al., 2003; Mohamed et al., 2004). So wird das 
Fortschreiten der trockenen AMD zur CNV und damit zur feuchten AMD durch von RPE-
Zellen gebildete, angiogene Wachstumsfaktoren wie VEGF, bFGF (basic fibroblast growth 
factor) und HB-EGF (heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor) verursacht 
(Hollborn et al., 2006b; Hollborn et al., 2007; Hollborn et al., 2009). 
1.5.1 VEGF 
Die Gruppe der VEGF-Proteine (A-F sowie der placental growth factor, PIGF) ist dabei die 
relevanteste, wobei VEGF-A bei der Regulation der Pathoangiogenese die größte Rolle spielt 
(Allikmets et al., 1999; Veltmann et al., 2016). Im gesunden Auge sorgt die basale Produktion 
von VEGF-A für den Erhalt der Choriokapillaren und damit für ein ausreichendes Sauerstoff-
angebot (Schlingemann, 2004). Schäden in der Bruchschen Membran sowie das Vorkommen 
von Drusen führen zu einer Diffusionsbarriere mit nachfolgendem Sauerstoff- und Nährstoff-




induzierter Faktors-1α (HIF-1α)  gesteigert (Mohamed et al., 2004; Ziello et al., 2007). Nach 
Bindung an den VEGF-Rezeptor stimuliert VEGF-A einerseits das Aussprossen von Kapillaren 
auf die VEGF-Quelle zu, andererseits fördert er auch die Proliferation von Endothelzellen 
(Rassow et al., 2012, S. 646). Als Folge kommt es zur pathologischen Ausbildung neuer Blut-
gefäße, die sich unreguliert in der Makula bis in die Fovea zentralis ausbreiten und damit den 
Sehvorgang massiv stören (Herrmann et al., 2013, S. 378; Murakami et al., 2014). 
1.5.2 bFGF 
bFGF ist ein potenter mitogener Aktivator für die Proliferation von Endothelzellen, der für die 
Entstehung der CNV indirekt mitverantwortlich ist (Ambati et al., 2003; Hu et al., 2009). Er 
wird von einer Reihe verschiedener Zellen einschließlich glatten Muskelzellen, Fibroblasten, 
dem Gefäßendothel der Choriokapillaren und dem RPE produziert (Hu et al., 2009). bFGF 
kommt in der basalen Membran und der subendothelialen Extrazellulärmatrix der Kapillaren 
vor und kann durch  Matrix-Metalloproteinasen freigesetzt werden (Vlodavsky et al., 1987). 
Für die Entstehung der CNV reicht die alleinige Beteiligung von bFGF nicht aus, vielmehr 
scheint er die frühe Phase der Angiogenese, wie sie als Folge von retinalen Verletzungen oder 
Entzündungen vorkommt, zu regulieren (Rosenthal et al., 2005; Hu et al., 2009).  Die Effekte 
des bFGF mit nachfolgender Endothelzellproliferation werden dabei größtenteils durch die Sti-
mulation der VEGF-Sekretion bewirkt (Hu et al., 2009; Veltmann et al., 2016). VEGF und 
bFGF wirken also synergistisch (Yan et al., 2001). 
1.5.3 HB- EGF 
HB-EGF gehört zur Familie der EGF verwandten Wachstumsfaktoren (Higashiyama et 
al.,1991) . Er ist ein stark mitogener und chemotaktischer Faktor, der sowohl Tumorwachstum 
als auch die Angiogenese induzieren kann und die Wundheilung stark beeinflusst (Hollborn et 
al., 2006b; Ongusaha, 2004; Zieske JD et al., 2000). HB-EGF wird von Monozyten und Mak-
rophagen gebildet. Seine Produktion wird als direkte Antwort auf das Tumorsuppressorgen p53 
und als Reaktion auf DNA-Schäden induziert. Er ist dabei ein Akute-Phase-Protein (Ongusaha, 
2004). Mit Bindung an den membranständigen EGF-Rezeptor stimuliert er mittels Aktivierung 
verschiedener Matrix-Metalloproteinasen die Zellmigration von Fibroblasten und glatten Mus-
kelzellen (Ongusaha, 2004). Weiterhin fördert er die Proliferation und Synthese der Basal-
membran und der Extrazellulärmatrix sowie die Wundheilung der Kornea (Zieske JD et al., 
2000). 
Im RPE aktiviert HB-EGF als ‚Überlebensfaktor‘ verschiedene proliferative Signalwege wie 




HB-EGF von Bedeutung ist, oder die für die Chemotaxis zuständige p38-mitogenaktivierte 
Proteinkinase (p38-MAPK) (Hollborn et al., 2006b). Auch eine Mitbeteiligung bei der unkon-
trollierten Wundheilung in der Retina wird vermutet (Hollborn et al., 2006b). Des Weiteren löst 
er die Sekretion von VEGF aus (Hollborn et al., 2006b; Ongusaha, 2004). Obwohl HB-EGF 
keine eigenen angiogenen Eigenschaften hat, wirkt er so stimulierend auf die Bildung weiterer 
und neuer Blutgefäße (Ongusaha, 2004). 
 
1.6 Entzündungsmediatoren 
AMD ist mit einer systemischen und lokalen Entzündungsreaktion assoziiert (Cheung and 
Wong, 2014). Die dabei auftretenden Veränderungen wie verstärkte Durchblutung oder einge-
schränkte retinale Funktion werden über die Rekrutierung von Monozyten aus dem choroidalen 
Blut und durch verschiedene Entzündungsmediatoren wie z.B. Wachstumsfaktoren und Zyto-
kine hervorgerufen (Stanton and Wright, 2014). IL-1β, IL-6 und TNFα sind die wichtigsten 
Entzündungsmediatoren, die auch systemische Effekte wie Fieber und Kreislaufversagen her-
vorrufen können (Rassow et al., 2012, S. 691). Sie werden überwiegend von aktivierten Mak-
rophagen produziert, können aber auch vom RPE sezerniert werden.  
1.6.1 IL-1β 
Die Familie der Interleukine gehört mit über 20 verschiedenen Proteinen zu den Zytokinen, 
deren Aufgabe die Immunregulation ist (Rassow et al., 2012, S. 650). Interleukine regulieren 
die Kommunikation zwischen den verschiedenen Zellen des Immunsystems und fördern die 
Entwicklung von Entzündungen (Rassow et al., 2012, S. 691).  
Interleukin-1β (IL-1β) hat regulatorische Eigenschaften im Immunsystem, bei Entzündungen 
und bei der Wundheilung (Penfold et al., 2001; Rassow et al., 2012, S. 650). Dazu wird es z.B. 
durch aktivierte TLR stimuliert. Im menschlichen Körper sorgt es für Fieber, eine Neutrophilie 
und eine Thrombozytose (Dinarello, 2005). Ebenso führt es zu einem Anstieg des Entzündungs-
markers C-reaktives Protein (CrP) und stimuliert die Bildung von IL-6, was wiederum zu einem 
Anstieg von Akute-Phase-Proteinen führt (Dinarello, 2005; Penfold et al., 2001). Interleukin-
1β wird im Auge von den RPE-Zellen produziert (Planck et al., 1993). Im Zuge retinaler Ent-
zündungen beeinflusst es die Stabilität der tight junctions der BRS und aktiviert verschiedene 
Transkriptionsfaktoren wie den NF-κB und reguliert dadurch den Entzündungsverlauf (Abe et 





Interleukin-6 (IL-6) dient als Marker für systemische Entzündungen und wird im Rahmen von 
akuten und chronischen Entzündungen abgegeben (Stanton and Wright, 2014). IL-1β stimuliert 
die Produktion von IL-6 und zusammen haben sie synergistische proinflammatorische und pro-
angiogene Effekte (Fujimoto et al., 2010; Klettner et al., 2014; Penfold et al., 2001). 
Die mRNA (messenger RNA) für IL-6 wird von menschlichen RPE-Zellen konstitutiv expri-
miert (Hollborn et al., 2000). Bakterielle Infektionen verursachen im Auge die verstärkte Frei-
setzung von IL-6 aus RPE-Zellen (Fujimoto et al., 2010). Überproduktion von IL-6 ist bei der 
fortschreitenden Degeneration des RPEs beteiligt (Leung et al., 2009). So wurden lokal erhöhte 
Werte in Augen von AMD-Patienten gemessen (Stanton and Wright, 2014). 
1.6.3 TNFα 
Der Tumornekrosefaktor-α (TNFα) ist ein proinflammatorisches Zytokin, das bei Gewebsver-
letzungen und bei Infektionen sezerniert wird (Lawrence, 2009). Zu dem von ihm vermittelten 
Effekten gehören die Aktivierung und Rekrutierung von Makrophagen,  Permeabilitätsverän-
derungen der BRS, verstärkte Angiogenese bis hin zur Auslösung von Gefäßschäden und -
rupturen, die Aktivierung von NF-κB und die Stimulation von anderen proinflammatorischen 
Zytokinen wie IL-6 (Hollborn et al., 2000; Ishida, 2003; Lawrence, 2009; Natarajan et al., 1996; 
Penfold et al., 2001; Rassow et al., 2012, S. 731). Auch führt er zu einer erhöhten TLR-Expres-
sion im RPE (Chen et al., 2013). TNFα scheint damit zur Entstehung der AMD beizutragen und 
tatsächlich werden hohe TNFα-Level mit einem erhöhten Risiko für die Entwicklung der feuch-
ten AMD in Verbindung gebracht (Ambati et al., 2003; Cousins et al., 2004; Ishida, 2003). 
1.6.4 MCP-1 
Das transmembranöse monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1) ist ein proangiogener Immun-
modulator und Inhibitor, der mit dem alternativen Weg des Komplementsystems assoziiert ist 
(Anderson et al., 2010; Kalayoglu et al., 2005). Die Zellen des RPEs und des Endothels expri-
mieren MCP-1 (Anderson et al., 2010).  
In seiner Funktion als inflammatorisches Protein rekrutiert es Monozyten zu Entzündungsher-
den und induziert die Adhäsion von Leukozyten an das vaskuläre Endothel und trägt so zur 
Pathogenese der AMD bei (Ebihara et al., 2007; Kalayoglu et al., 2005; Zittermann and Isse-
kutz, 2006). Vor allem in von AMD betroffenen Augen konnten hohe MCP-1-Level nachge-
wiesen werden, was als Erklärung für die bei der CNV gehäuft auftretenden Makrophagen die-




dsRNA-Analogon Poly(I:C) initiiert (Ebihara et al., 2007). Als Kofaktor des complement fac-
tors I (CFI) spielt MCP-1 auch eine zentrale Rolle bei der Spaltung von Komplementfaktoren 
und verhindert die Synthese der C3-und C5-Konvertasekomplexe. Dadurch wird das Komple-
mentsystem inhibiert und die körpereigenen Zellen geschützt (Anderson et al., 2010). 
1.6.5 MIP-2 
Ein Kennzeichen der akuten Entzündungsreaktion ist die Rekrutierung und Aktivierung von 
Granulozyten (Wolpe et al., 1989). Im Allgemeinen induzieren Chemokine diese Zellaktivie-
rung und -migration (Tumpey et al., 2002). Das macrophage inflammatory protein-2 (MIP-2) 
ist dabei ein potenter proinflammatorischer und chemokiner Faktor (Driscoll, 1994).  
Als Reaktion auf entzündliche Stimuli wie Interleukin-1 oder die Erkennung von pathogen-
associated molecular pattern (PAMPS) durch Makrophagen wird seine Produktion gesteigert 
(Ohtsuka, 2001). Im Zuge viraler oder bakterieller Infektionen sorgt MIP-2 für die Migration 
neutrophiler Granulozyten und steigert die Synthese anderer Entzündungsmediatoren wie die 
von TNFα (Driscoll, 1994; Tumpey et al., 2002). Er spielt damit eine funktionelle Rolle in der 
Regulation der Immunantwort, was für die Pathogenese entzündlicher Prozesse im Auge von 
Bedeutung ist (Yan et al., 1998). 
 
1.7 Komplementsystem 
Die altersbedingte Makuladegeneration ist mit einer lokalen Aktivierung des Komplementsys-
tems sowie mit einer subretinalen Ablagerung von aktivierten Komplementproteinen wie C3a 
und C5a assoziiert (Anderson et al., 2002; Johnson et al., 2001; Nozaki et al., 2006). Das Kom-
plementsystem ist Bestandteil des humoralen angeborenen Abwehrsystems. Etwa 30 Glykopro-
teine sind dabei an der Entstehung einer sich sequentiell verstärkenden proteolytischen Kaskade 
beteiligt, dessen Endprodukt die Bildung des zytolytischen ‚membrane attack complex‘ (MAC) 
ist (Johnson et al., 2001; Rassow et al., 2012, S. 656). Dieser leitet die Zelllyse durch Bildung 
transmembranöser Poren und nachfolgender unkontrollierter Diffusion und gestörter Homeo-
stase ein. Die Proteine des Komplementsystems werden vor allem in der Leber synthetisiert 
und sind im Blutserum ständig präsent (Rassow et al., 2012, S. 656). 
Funktionell betrachtet kann man drei Gruppen von Proteinen differenzieren: Einerseits sind 
dies die Komplementfaktoren, die pathogene Strukturen erkennen und für die Aktivierung des 




Proteasen, die daraufhin aktiviert werden. Beispiele sind der C3-oder der C5-Konvertasekom-
plex. Als letztes folgen die Effektormoleküle, die durch das aktivierte Komplementsystem er-
zeugt werden und damit die Pathogene inaktivieren. Zu ihnen gehören Opsonine wie C3b, die 
porenbildenden Proteine des MAC (C5b, C6, C7, C8, C9) und Chemokine wie C5a (Gekle et 
al., 2010, S. 264). Das Komplementsystem kann über eine Antigen-Antikörper-Bindung auf 
der Pathogenoberfläche (klassischer Weg), antikörperunabhängig durch die Pathogenoberflä-
che mithilfe des Komplementfaktors B (CFB) (alternativer Weg) oder durch die Bindung von 
mannabindendem Lektin an Mannan auf Pathogenoberflächen (MB-Lektin-Weg) aktiviert wer-
den (Gold et al., 2006; Johnson et al., 2001). Das Komplementsystem bekämpft damit patho-
gene Mikroorganismen, entfernt körperfremde Strukturen und tote Zellen, rekrutiert und akti-
viert Entzündungszellen, reguliert die Antikörper-Produktion und eliminiert Immunkomplexe 
(Guymer and Robman, 2007). Die Zellen des RPEs sind in der Lage, Bestandteile des Komple-
mentsystems zu produzieren und seine Aktivität zu regulieren (Ambati et al., 2003; Johnson et 
al., 2001). Unkontrollierte Aktivierung des Komplementsystems kann dabei zu Schäden an der 
Makula führen, die bis hin zu geographischen Atrophie und CNV reichen (Anderson et al., 
2010; Gold et al., 2006). 
1.7.1 C9 
Der Komplementfaktor 9 (C9) ist Bestandteil des MAC (Gekle et al., 2010, S. 264). Genetische 
Polymorphismen von C3 als auch von C9 werden mit einer erhöhten Anfälligkeit für AMD in 
Zusammenhang gebracht (Anderson et al., 2010). 
1.7.2 CFB 
Der Komplementfaktor B (CFB) wird in der neuralen Retina, dem RPE und den choroidalen 
Endothelzellen exprimiert (Anderson et al., 2010; Gold et al., 2006). CFB ist Bestandteil des 
alternativen Weges des Komplementsystems und dessen Hauptaktivator. TLR3-Aktivierung 
induziert dabei die Produktion des CFBs über den NF-κB Signalweg (Li et al., 2016). Im Zuge 
dessen kommt es zu einer verstärkten Bildung der C3-Konvertase mit nachfolgend erhöhter 
Aktivität des Komplementsystems (Anderson et al., 2010; Sweigard et al., 2015). 
Sein Vorkommen in Drusen sowie in der Bruchschen Membran legt eine Assoziation von CFB 






Bei der Abwehr viraler Infektionen spielt das Erkennen von Nukleinsäuren, vor allem das der 
viralen doppelsträngigen Ribonukleinsäure (dsRNA), eine essentielle Rolle (Karpala et al., 
2005; Klettner et al., 2014). Das Vorhandensein von dsRNA liefert einen Hinweis auf stattfin-
dende virale Replikation. Dabei kann sie als Zwischenschritt der Replikation auftreten oder im 
Falle von dsRNA-Viren aus dem viralen Genom entspringen (Karpala et al., 2005). dsRNA 
aktiviert verschiedene intra- und extrazelluläre antivirale Abwehrmechanismen (Abb. 7). Dazu 
gehört die intrazelluläre Inhibition der Proteintranslation, die durch die dsRNA-assoziierte Pro-
teinkinase (PKR) und die Oligoadenylatsynthetase (OAS) vermittelt wird. Mittels Gen-Silen-
cing Mechanismen wie der RNA-Interferenz (RNAi) kommt es weiterhin zum Abbau komple-
mentärer mRNA. Außerdem kommt es zu einer verstärkten Induktion IFN-stimulierter Gene 
(ISG). Diese führen zu einer erhöhten Aktivität von PKR und OAS und rufen über Entzün-
dungsmediatoren eine Entzündungsreaktion im Organismus hervor (Ebihara et al., 2007; Kar-
pala et al., 2005). Auch erlauben sie den natürlichen Killerzellen (NK) über eine erhöhte Gen-
expression der MHC-Klasse-I Moleküle auf der Zelloberfläche ein rasches Erkennen infizierter 
Zellen, die daraufhin apoptotisch absterben. Die zytotoxischen Effekte der dsRNA werden zum 
Teil auch durch ihre Identifizierung durch Patter Recognition Rezeptoren vermittelt, die eben-
falls im Auge vorkommen (Kleinman et al., 2012). Der zellmembranständige TLR3 induziert 
als solcher die ISGs und führt über die Aktivierung verschiedener Signalwege zur Produktion 
von Entzündungsmediatoren sowie zur Sekretion von Komplement- und proangiogenen Fakto-
ren (Karpala et al., 2005). Murakami et al. (2014) konnten im Mausmodell zeigen, dass die 
Injektion von dsRNA in den subretinalen Raum zur Nekrose der RPE-Zellen und zur Infiltration 
von Makrophagen in die äußere Retina führt.  
1.8.1 Poly(I:C) 
Polyinosinic-polycytidylic acid (Poly(I:C)) ist ein synthetisches Analogon der dsRNA (Mur-







Abbildung 7: Immunantwort auf dsRNA. Die Proteintranslation wird mittels der dsRNA-assoziierten Proteinkinase (PKR) 
und der Oligoadenylatsynthetase (OAS) inhibiert. Der RNA-Abbau erfolgt teils über RNA-Interferenz (RNAi). PKR, OAS und 
die Produktion von Entzündungsmediatoren erfolgt über IFN-stimulierte Gene (ISG). TLR3 induziert die ISG und weitere Sig-
nalwege. [nach Karpala et al. 2005]    
1.9 virale-bakterielle DNA 
DNA-Viren interagieren mit zellulären Transkriptionsfaktoren und dem DNA-Syntheseapparat 
der infizierten Zelle, wodurch die Transkription viraler DNA gefördert und die zelluläre DNA-
Synthese gestört wird, was zu einer Entzündungsreaktion führen kann (Hof et al., 2009). Ähn-
lich den Lipopolysacchariden aus bakteriellen Zellmembranen kann auch bakterielle DNA 
akute Entzündungen hervorrufen. Aufgrund eines etwa 20fach höheren Anteils an unmethyl-
ierten CG-Dinukleotiden in mikrobieller DNA im Vergleich zur menschlichen DNA, wird bak-
terielle DNA als PAMP erkannt (Bauer et al., 2001). Ebenso weisen verschiedene DNA-Viren, 
zu denen auch das Herpes simplex Virus gehört, einen erhöhten CpG-Anteil in ihrer DNA auf 
(Zhen et al., 2002).  
1.9.1 CpG-ODN / ODN 2006 
CpG-Oligodesoxynukleotides (CpG-ODN) sind synthetische Oligonukleotide, die einen hohen 
Anteil unmethylierter CpG-Dinukleotide in einer bestimmten Sequenz enthalten (CpG-Motiv) 
(Krieg et al., 1995). Solche CpG-Motive kommen gehäuft in viral-bakterieller DNA vor (Krieg 
et al., 1995; Zhen et al., 2002). Unmethylierte CpG-ODNs sind in der Lage, die immunstimu-
lierenden Eigenschaften viral-bakterieller DNA perfekt zu reproduzieren (Vollmer et al., 2004). 
TLR9 erkennt diese PAMPs und induziert eine starke Immunreaktion (Bauer et al., 2001; Trin-
chieri and Sher, 2007). Anhand ihrer unterschiedlichen Struktur lassen sich die drei ODN-Klas-
sen A, B und C unterscheiden, die in ihrer immunstimulierenden Aktivität unterschiedlich sind 
(Krug et al., 2001; Marshall et al., 2005; Vollmer et al., 2004). 
ODN 2006 (ODN 7909 oder auch PF-3512676) wie er in unseren Versuchen genutzt wurde, ist 






Obwohl sowohl bakterielle als auch virale Infektionen in der humanen Retina eine Entzün-
dungsreaktion hervorrufen können, gibt es bis jetzt nur wenige Erkenntnisse über die Effekte 
von viralen und bakteriellen PAMPS auf die Zellen des retinalen Pigmentepithels (Ishida, 2003; 
Kalayoglu et al., 2005; Miller et al., 2004). 
 
Das Ziel dieser Studie war daher, die Wirkungen viraler Ribonukleinsäure (RNA) und viral-
bakterieller Desoxyribonukleinsäure (DNA)  
 
1. auf die Genexpression angiogener-, inflammatorischer- und Komplementfaktoren in 
den Zellen des retinalen Pigmentepithels, 
 
2. auf die Genexpression verschiedener Transkriptionsfaktoren und 
 
3. auf den Phosphorylierungsgrad von intrazellulären Signalmolekülen zu untersuchen.  
 
4. Außerdem sollten die intrazellulären Signalwege, die die Effekte der RNA bei RPE-
Zellen vermitteln, identifiziert werden.  
 
Dafür wurden kultivierte humane retinale Pigmentepithelzellen mit polyinosinic/polycytidylic 
acid (Poly(I:C)), einem synthetischen dsRNA-Analogon, beziehungsweise mit ODN 2006, ei-
nem synthetischen Klasse B CpG-Oligonukleotid (CpG-ODN), stimuliert. 
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Tabelle 2: Chemikalien 
Chemikalien Hersteller 
0,2 N Phosphatpuffer Zentralapotheke der Universität Leipzig, 
Deutschland 
Acrylamid-Bisacrylamid Solution (37,5:1) SERVA, Heidelberg, Deutschland 
Advanced Protein Assay Reagent Cytoskeleton, Denver, USA 
Agarose Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Ammoniumpersulfat Roth, Karlsruhe, Deutschland 
BCIP (Bromchlorindolylphosphat) Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Borsäure Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Bromphenolblau BIO-RAD, München, Deutschland 
CoCl2 Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Dimethyldicarbonate (0,1% Lösung) Fluka, Buchs, Schweiz 
DMF (Dimethylformamid) Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma Aldrich, Deutschland 
DNase I, RNAse-free Roche Diagnostics GmbH Mannheim, 
Deutschland 
dNTP-Mix Fermentas, St.-Leon-Roth, Deutschland 
Eindeckmedium (Shandon Immu-Mount) Thermo Fisher Scientific 
EDTA Bio-Rad, München, Deutschland 
Ethanol J.T.Baker, Deventer, Holland 
Ethidiumbromid Lösung (10 mg/ml) Bio-Rad, München, Deutschland 
Fibrinectin Invitrogen, Paisley, UK 
Fixierlösung nach Karnowsky Zentralapotheke der Universität Leipzig, 
Deutschland 
Gelantine Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Glukose Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Glycin Roth, Karlsruhe, Deutschland 
HCl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Hämatoxylin-Lösung nach Böhmer Dr. K. Hollborn&Söhne GmbH, Leipzig, 
Deutschland 
Hoechst 33258 Sigma Aldrich, Deutschland 
iQ SYBR Green Supermix (mastermix) BioRad, München, Deutschland 
Loading Dye Solution Fermentas, St-Leon-Rot, Deutschland 
Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Methanol Roth, Karlsruhe, Deutschland 
MgCl2 x 6H2O Roth, Karlsruhe, Deutschland 
NaCl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
NBT (Nitrotetrazoliumblau) Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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ODN 2006 (5’-tcgtcgttttgtcgttttgtcgtt-3’) InvivoGen, San Diego, USA 
Paraformaladehyd  Merck, Darmstadt, Deutschland 
PBS-Puffer pH 7,4 Invitrogen, Paisley, UK 
Phosphatase Inhibitor Cocktail Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Platelet-derived growth factor (PDGF)-BB R&D Systems, Abingdon, UK 
Polyinosinic-Polycytidylic acid [Poly (I:C)] Sigma Aldrich, Deutschland 
Protein Assay Standard II Bio-Rad, München, Deutschland 
Protease Inhibitor Cocktail Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
RNase away Roth, Karlsruhe, Deutschland 
RNase Inhibitor (Ribo-Lock) Fermentas, St-Leon-Rot, Deutschland 
RNase-freies Wasser Eigene Herstellung 
Roti-Block Lösung Roth, Karlsruhe, Deutschland 
SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfat) Roth, Karlsruhe, Deutschland 
TEMED Roth, Karlsruhe, Deutschland 
TMB (Tetramethylbenzidin) Calbiochem, Darmstadt, Deutschland 
Triamcinolone acetonide Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Tris Base Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Triton-X100 Sigma Aldrich, Deutschland 
Trypanblau (0,05%) Sigma Aldrich, Deutschland 
Trypsin-EDTA Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Tween 20 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Deutschland 




Während der Experimente wurden die in der Tabelle 4 genannten Medien und Zusätze verwen-
det. 
Tabelle 3: Medien 
Medien Hersteller 
F10(Ham), Nutrient Mixture + GlutaMAX II Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland  
FKS (Fetales Kälberserum) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Penicillin/Streptomycin Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
 
3.1.3 Kits 
Tabelle 4: Verwendete Kits 
Kits Hersteller 
Human FGF basic Quantikine ELISA Kit R&D Systems, Minneapolis, MN USA 
Human TNF-alpha Quantikine ELISA Kit R&D Systems, Minneapolis, MN USA 
HBEGF (Human) ELISA Kit Abnova, Taipei, Taiwan 
Human VEGF Quantikine ELISA Kit R&D Systems, Minneapolis, MN USA 
InviTrap Spin Universal RNA Mini Kit Stratec Molecular, Berlin, Deutsch-
land 
Mammalian Cell Lysis-1 Kit Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
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RevertAid™H Minus First Strand cDNA  
Synthesis Kit  
 
Fermentas, St-Leon-Rot, Deutschland 
Taq PCR Master Mix kit Qiagen, Venlo, Niederlande 
iQ SYBR Green Supermix Bio-Rad, München, Deutschland 




Tabelle 5: Längenstandards 
Längenstandards Hersteller 
DNA-Längenstandard 100 bp DNA-ladder Fermentas, St- Leon- Rot, Deutsch-
land 
Page Ruler vorgefertigter Proteinstandard Fermentas St-Leon-Rot, Deutschland 
 
3.1.5 Primer 
Die Primer für die PCR wurden mit dem Programm Primer 3 ausgewählt und von der Firma 
Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland bezogen. 
Tabelle 6: Primer. s=sense. as= anti-sense 
Gen 
Accession No. 

















































































































479, 407, 275 
 
 
3.1.6 Antikörper und Inhibitoren 
3.1.6.1 Antikörper 
Folgende Antikörper wurden verwendet: 
Tabelle 7: Antikörper 
Antikörper Hersteller Verdünnung 
Rabbit anti- human zonula occludens (ZO)- 1 Zymed Laboratory, 
San Francisco, CA 
1:50 
Rabbit anti- human occludin Zymed Laboratory 1:50 
Monoclonal anti- cytokeratin pan- FITC 
(erkennt Zytokeratin 4,5,6,8,10,13 & 18)  
Sigma Aldrich 1:50 
Cy3- conjugated goat anti- rabbit IgG Jackson Immuno Re-
search, Suffolk, UK 
1:200 
Rabbit anti- human β- actin Cell Signaling, Frank-
furt/M., Germany 
1:2000 
rabbit anti-human extracellular signal regulated 




rabbit anti-phosphorylated ERK1/2 Cell Signaling 1:1000 
rabbit anti-human p38 
mitogen-activated protein kinase (p38-MAPK) 
Cell Signaling 1:1000 
rabbit anti-human 
phosphorylated p38-MAPK 
Cell Signaling 1:750 
Material & Methoden 
23 
 
rabbit anti-human protein kinase B 
(Akt) 
Cell Signaling 1:1000 
rabbit anti-human phosphorylated Akt Cell Signaling 1:1000 
rabbit anti-human signal transducer and activator  
of transcription 3 (STAT3) 
Cell Signaling 1:1000 
rabbit anti-human phosphorylated STAT3 Cell Signaling 1:1000 







Tabelle 8: Selektive pharmakologische Inhibitoren 
Inhibitor Ziel Hersteller 
Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) NF-κB TOCRIS, Bristol, UK 
HIF-Inhibitor 
3-[2-(4-adamantan-1-yl-phenoxy)-acetylamino]-4-
hydroxybenzoic acid methyl ester 
HIF-1 Calbiochem, Bad 
Soden, Germany 
LY294002 (PI3K)-Akt Calbiochem, Bad 
Soden, Germany 
PD98059 ERK1/2 Calbiochem, Bad 
Soden, Germany 
SB203580 p38-MAPK TOCRIS, Bristol, UK 
SP600125 JNK Calbiochem, Bad 
Soden, Germany 





Tabelle 9: Geräte 
Geräte Hersteller 
Konfokales Laer-Scanning Mikroskop 
(LSM 510 Meta) 
Zeiss, Oberkochen, Deutschland 
ChemiDoc™ XRS 
 
BioRad, München, Deutschland 
ELISA-Reader, Spectra Max 250 Molecular Devices GmbH, Wetzlar, 
Deutschland 
GS-15R Zentrifuge Beckman, Krefeld, Deutschland 
Microfuge R Beckman, Krefeld, Deutschland 
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena, Deutschland 
Mini Protean II BioRad, München, Deutschland 
MyIQ, Single Color Real-Time PCR Detec-
tion Sytem 
BioRad, München, Deutschland 
NanoDrop 1000 Peqlab, Erlangen, Deutschland 
Netzplatte D=26 Zeiss, Jena, Deutschland 
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Neubauer Zählkammer Blau Brand, Deutschland 
PTC-200 Thermal Cycler MJ Research, Watertown, MA 
Semi dry transfer unit TE 70X Hoefer, Inc. Holliston, MA 
Sicherheitswerkbank, Class II Zapf Instruments, Sarstedt, Deutschland 
STERI-CULT 200 FORMA Scientific, Ohio, USA 
Sub-Cell®, GT BioRad, München, Deutschland 
Taumler Polymax 1040T Heidolph, Heidelberg, Deutschland 
Vortexer: REAX 2000 Heidolph, Heidelberg, Deutschland 
Wasserbad Werner GmbH, Leipzig, Deutschland 
 
3.1.8 sonstige Materialien 
Tabelle 10: sonstige Materialien 
Materialien Hersteller 
6-well Platten mit Deckel (steril) Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
8-well-Kammerobjektträger Nunc™ Lab-Tek™ II Chamber Slide™ 
System) 
96-well Flachboden Platte mit Deckel (steril) Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Blotting Papier Schleicher & Schüll, Dassel, Deutschland 
Companion-Platten (24 wells) Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland 
Multi“96 well“ PCR Tubes Peqlab, Erlangen, Deutschland 
Optical Tape BioRad, München, Deutschland 
Parafilm Th. Geyer, Deutschland 
Polypropylene Tube, 5, 15, 50 ml Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
PVDF-Membran,  
Millipore Immobilon P Transfer 
 
Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Reaktionsgefässe (Microtubes) 0,5 ml/1,5 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Zellkultur-Inserts 8 μm Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland 




3.2.1 Zellbiologische Methoden 
Die Studie folgte den Richtlinien der Deklaration von Helsinki für die Forschung an menschli-
chen Subjekten. Die Ethikkommission der Universität Leipzig genehmigte für die Untersuchun-
gen die Verwendung von humanen Zellen (Genehmigung #745, 07/25/2011). Die RPE-Zellen 
kamen aus Hornhautspenderaugen von 12 weiblichen und 29 männlichen Spendern und wurden 
innerhalb von 48 Stunden nach ihrem Tod mit dem schriftlichen Einverständnis der Angehöri-
gen akquiriert. Das Alter der Spender reichte von 19 bis 85 Jahre (Mittelwert ± SD, 62,7 ± 19,7 
Jahre für die weiblichen, und 59,3 ± 19,0 Jahre für die männlichen Spender). Es gab keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den Werten von jüngeren und älteren Spenderaugen sowie 
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von Zellen der verschiedenen Geschlechter (Daten hier nicht gezeigt). Die Arbeit mit den Zel-
len erfolgte unter sterilen Bedingungen (Sicherheitswerkbank), mit sterilen Arbeitsmaterialien, 
Lösungen und Medien. Täglich wurde eine mikroskopische Kontrolle der Zellkulturen auf Kon-
taminationen durchgeführt. Für die Versuche wurden RPE-Zellen der Passage 3 - 5 verwendet. 
3.2.1.1 Zellkultivierung 
Nach Entfernung des Glaskörpers und der Retina wurden die RPE-Zellen mechanisch geerntet, 
danach mittels Digestion mit 0,05% Trypsin und 0,02% EDTA (Ethylendiamin-Tetraacetat) 
separiert und anschließend zweimal mit PBS gewaschen. Die humanen RPE-Zellen wurden im 
Inkubator bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit in Zellkulturflaschen im Medium F-
10 mit 10 % fetalen Kälberserum (FKS), GlutaMAX II sowie Penicillin/Streptomycin (1:100) 
kultiviert. Eine regelmäßige Kontrolle des Wachstums erfolgte unter dem Mikroskop um eine 
übermäßige Ausbreitung in den Flaschen zu verhindern und ein Absterben der Zellen zu ver-
meiden. Bei Bedarf wurde das Medium gewechselt.  
Sobald die für die Experimente nötige Zelldichte erreicht war, wurde das Medium vorsichtig 
abgesaugt und die Zellkulturen mit 10 ml phosphate-buffered saline (PBS) gewaschen. An-
schließend wurden zu den Zellen je 3 ml Trypsin-EDTA pipettiert. Als Endopeptidase bewirkt 
Trypsin die Spaltung extrazellulärer Adhärenz-Proteine, wodurch die Zellen sich vom Boden 
der Flasche lösen. Der optimale Ablauf dieses Prozesses wurde durch die Inkubation der Zell-
kultur bei 37°C für 3 min unterstützt und die Wirkung des Enzyms mittels eines Phasenkon-
trastmikroskops sporadisch überwacht. Die Inkubationszeit wurde abhängig vom Ablösegrad 
der Zellen wenn nötig verlängert und dauerte zwischen 3-10 Minuten. Da zu lange Einwirkzei-
ten mit der Trypsin-EDTA-Lösung die Lebensfähigkeit der Zellen irreversibel schädigen, durf-
ten sie nicht zu lange inkubiert werden. Nachdem die Zellen ihre Anhaftung zum Boden verlo-
ren hatten, wurde die Enzymreaktion durch Zugabe von 15 ml Medium F-10 mit 10 % FKS 
gestoppt und der gesamte Zellkulturflascheninhalt in ein 50 ml-Röhrchen transferiert und 5 min 
bei 1500 U/min zentrifugiert (GS-15R Zentrifuge). Der Überstand wurde sorgfältig abgesaugt 
und die Zellen in 2 ml F-10-Medium suspendiert. Zur Ermittlung der Zelldichte (Zellen/ml) 
wurden 20 μl 0,05 % Trypanblau und 20 μl Zellsuspension gemischt. Die Bestimmung der An-
zahl lebender Zellen erfolgt mit einer Neubauer-Zählkammer. Beim anschließenden Einsäen 
der Zellen in 6-Well-Platten wurde im nächsten Schritt darauf geachtet, dass die gleiche Anzahl 
Zellen pro Well vorhanden war. 
 




Es wurden 5 x 105  RPE-Zellen in 1,5 ml Medium F10 + 10 % FKS pro Kavität einer 6-Well-
Platte eingesät. Es wurden nur Zellen der Passagen 3-5 benutzt. Für die Experimente wurden 
80-90 % konfluente (nach 4 Tagen erreicht) bzw. vollständig konfluente (nach 5 Tagen) Zell-
kulturen verwendet. Um die Kulturen im nächsten Schritt zu synchronisieren, wurden den Zel-
len die Nährstoffe entzogen. Dafür wurde das Medium mit FKS durch vorsichtiges Absaugen 
entfernt und nach dem Waschen der Zellen mit PBS gegen Medium ohne FKS ausgetauscht. 
Die Zellen wurden über Nacht (circa 16 h) inkubiert.  
Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen mit PBS gewaschen, und die Testsubstanzen 
wurden gelöst in 1,5 ml Medium ohne FKS anschließend auf die Zellen zur Stimulation gege-
ben. Es wurde stets eine unbehandelte Kontrolle mitgeführt. Nach 2, 6 oder 24 h Stimulations-
dauer wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 1 ml kaltem PBS gewaschen und für 
die Präparation der RNA bzw. für die Herstellung von Proteinextrakten verwendet. Für die Sti-
mulation der Zellen wurden Poly(I:C) (100 µg/ml bzw. 500 µg/ml) und CpG-ODN (500 nM) 
benutzt. 
 
Einsatz der Inhibitoren   
Um die Wirkung der Hemmung ausgewählter intrazellulärer Signalwege zu untersuchen, wur-
den die Kulturen vor der Stimulation der Zellen mit Poly(I:C) mit den folgenden selektiven 
pharmakologischen Hemmstoffen für 30 min im Inkubator vorinkubiert: PD98059 (ERK1/2; 
20 μM), SB203580 (p38-MAPK; 10 μM), SP600125 (JNK; 10 μM) und LY294002 (PI3K-Akt 
Kinase; 5 μM)    
Um die Beteiligung der Transkriptionsfaktoraktivität bei der Poly(I:C)-induzierten Genexpres-
sion in humanen RPE-Zellen zu testen, wurden die folgenden Hemmer eingesetzt: der HIF-
Inhibitor 3-[2-(4-adamantan-1-yl-phenoxy)-acetylamino]-4-hydroxybenzoic acid methyl ester 
(HIF-Inh; 5 μM), der  NF-κB-Hemmer caffeic acid phenethyl ester (CAPE; 5 μM) und der 
STAT3-Inhibitor Stattic (1 μM). 
3.2.1.3 Bestimmung der Proliferationsrate 
Für die Bestimmung der Proliferationsrate wurde der Cell Proliferation ELISA, BrdU (5-bromo-
2‘-deoxyuridine) (Roche, Mannheim, Deutschland) verwendet. Dafür wurden pro Well einer 96-
Well-Kulturplatte 3 x 103 RPE-Zellen in 100 l Medium F-10 + 10 % FKS eingesät. Nach Er-
reichen einer Konfluenz von 80-90 % wurde das Medium gegen 100 l Medium F-10 ohne FKS 
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ausgetauscht und die Zellen für 5 Stunden im Brutschrank bei 37°C, 5 % CO2 und 95 % Luft-
feuchtigkeit synchronisiert. Danach wurde das Medium abgesaugt und durch Medium mit 0,5 % 
FKS mit den entsprechenden Testsubstanzen ersetzt. Die unbehandelten Kontrollen wurden in 
Anwesenheit von 100 l Medium F-10 + 0,5 % FKS kultiviert. Nach 20 bzw. 44 h Stimulations-
zeit wurden 10 l BrdU-Lösung (10 mM) in jedes Well pipettiert und die Zellen für weitere 4 
Stunden (Gesamtdauer 24 bzw. 48h) inkubiert. Nach Entfernung des Mediums wurden die Zellen 
in 70 μl FixDenat Lösung pro Well für 45 min bei Raumtemperatur fixiert. FixDenat wurde ab-
gesaugt und 50 µl der Anti-BrdU-Antikörper-Konjugat-Verdünnung [1:200 in Medium A (Me-
dium A: 5 ml Penicillin/Streptomycin + 50 ml FKS + 5 ml HEPES Puffer gelöst in 500 ml HBSS-
Puffer)] zugegeben und für 3 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Anti–BrdU-POD-Lösung 
wurde entfernt, jeder Kavität wurde dreimal mit 300 l PBS gewaschen und jeweils 100 l Sub-
stratlösung TMB (tetramethyl-benzidine) pro Well pipettiert. Nach 30 min Inkubation bei Raum-
temperatur wurde die Reaktion durch Zugabe von 25 l 1 M H2SO4 gestoppt. Danach wurde die 
Absorption bei 450 nm im ELISA-Reader (Spectra Max 250) gemessen.  
 
3.2.1.4 Zellmigration 
Mit Fibronectin-Gelatine beschichtete Zellkultur-Inserts mit einer Porengröße von 8 µm wurden 
in einer 24-well Companion Platte positioniert. 100 µl RPE-Zellsuspension (5 x 105 Zellen/ml in 
F-10 + 0,5 % FKS) wurden pro Zellkultur-Inserts eingesät und über Nacht im Brutschrank zum 
Anheften der Zellen inkubiert. Zur Stimulation wurden in jedes Well 800 l Medium ohne FKS 
mit den Testsubstanzen zugegeben. Für die unbehandelten Kontrollen wurde Medium ohne FKS 
verwendet. Der Migrationstest erfolgte für 6 h im Inkubator. Anschließend wurde das Medium 
vollständig entfernt und die Zellen mit ½ strength Karnowsky-Lösung (1:1 verdünnt in 0,2 N 
Phosphatpuffer) für 45 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach Absaugen der Fixierlösung wurden 
nicht migrierte Zellen durch das Putzen der Innenseite der Membran der Inserts mit einem Wat-
testäbchen entfernt. Dazwischen wurde mehrfach mit PBS gespült. Zum Färben der migrierten 
Zellen wurden die Inserts in eine neue Companion-Platte eingehängt und 45 min in Hämatoxylin-
Lösung nach Böhmer belassen. Danach wurden die Inserts mit Wasser gespült und die gefärbten, 
migrierten Zellen durch das Auszählen von fünf Gesichtsfeldern pro Insert mit einem Zählnetz 
im Okular (Netzplatte D = 26) unter dem Mikroskop bei 2000-facher Vergrößerung ermittelt. 
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3.2.2 Molekularbiologische Methoden 
3.2.2.1 RNA Extraktion 
Um RNase-Freiheit zu gewährleisten und die Proben nicht zu kontaminieren, wurde vor jeder 
RNA-Präparation der Arbeitsplatz und alle benötigten Geräte mit RNase away (Roth, Karls-
ruhe, Deutschland) gereinigt. Die RNA wurden aus den stimulierten Zellen gewonnen und mit 
dem InviTrap Spin Universal RNA Mini Kit präpariert. Die Qualität der RNA wurde mittels 
Agarose-Gelelektrophorese analysiert. 
Nach der Stimulation wurden zunächst die Kulturüberstände entfernt und für weitere Experi-
mente bei -80°C eingefroren. Die Zellen wurden mit eiskaltem PBS gewaschen und dann direkt 
in den Wells mit 350 μl DTT-containing Lysis Solution TR lysiert. DTT (Dithiothreitol) spaltet 
dabei die Disulfidbrücken der Proteine und denaturiert sie dadurch. Sämtliche Lysate wurde 
jeweils auf einen DNA-Binding Spin Filter, der sich in eine 2 ml Receiver Tube mit Deckel 
befand, pipettiert. Diese wurden je 1 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend mit 
15.300 U/min für 2 min zentrifugiert (Microfuge R, Centrifuge). Die DNA-Binding Spin Filter 
wurden danach entfernt und 250 μl 70 %igen RNase-freien Ethanols auf den RNA-haltigen 
Durchfluss gegeben und gründlich gemischt. Das Gemisch wurde nun auf einen RNA-RTA 
Spin Filter pipettiert und nach 1 min Inkubation bei Raumtemperatur mit 15.300 U/min je 1 
min zentrifugiert. Der entstandene Durchfluss wurde verworfen und das RTA Sammelgefäß 
erneut benutzt. Im folgenden Schritt fand das erste Waschen der RNA-RTA Spin Filter statt. 
Dafür wurden 600 μl Wash Buffer R1 auf die in den Receiver Tubes befindlichen Filter gegeben 
und erneut mit 15.300 U/min 1 min zentrifugiert. Der Durchfluss und das Sammelgefäß wurde 
verworfen und der RNA-RTA Spin Filter in einen neuen Sammelbecher platziert. Nun wurden 
10 μl DNase (Roche) auf jede Materialprobe gegeben und jeweils 25 min bei Raumtemperatur 
inkubiert.  
Anschließend wurden die Filter zweimal mit 700 μl Wash Buffer R2 gewaschen. Danach wur-
den die RNA-RTA Spin Filter getrocknet. Dafür wurden die Spin Filter in frische Sammelge-
fäße überführt und 4 min bei 15.300 U/min zentrifugiert. Danach wurden die RTA Receiver 
Tubes entsorgt und die Filter in je eine RNase-free Elution Tube transferiert sowie 40 μl des 
Elution Buffer R direkt auf die Spin Filter gegeben. Nach 2-minütiger Inkubation bei Raum-
temperatur und 1-minütiger Zentrifugation mit 15.3000 U/min wurden die Filter entfernt und 
die RNA-Lösungen sofort gekühlt.  
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3.2.2.2 RNA Quantifizierung 
Nach der Kalibrierung des Spectrophotometers mit 1 μl Elutionsbuffer R fand die Messung der 
Absorption der verdünnten Proben bei 260 und 280 nm statt. Um die Reinheit der Proben prüfen 
zu können wurde der Quotient der Extinktionen (260 nm/280 nm) gebildet. Dieser befand sich 
zwischen 1.8 und 2.1 für alle RNA-Proben und zeigte damit eine suffiziente Qualität an. 
 
3.2.2.3 Reverse Transkription [(RT),cDNA- Synthese)] 
Dabei wird mit einer RNA abhängigen DNA Polymerase (reverse Transkriptase) die RNA in 
komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben. Für diese Reaktion wurde das RevertAid H Mi-
nus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, St. Leon-Roth, Germany) verwendet. 
Dafür wurden zu jeweils 10,5 µl RNA-Probe 1 μl Oligo-dT-Primer und 1 μl RNase-freies Was-
ser pipettiert, alles für 5 min bei 65°C im Thermocycler erwärmt und danach sofort wieder auf 
Eis gelagert. Zu jeder Probe wurden für die cDNA-Synthese die folgenden Substanzen pipet-
tiert: 
 
4 μl 5xPuffer 
2 μl dNTPs 
0,5 μl RNase Inhibitor 
1 μl Enzym (M-MuLV-Reverse Transcriptase) 
 
Das Gesamtvolumen für jeden cDNA-Ansatz betrug 20 μl. Schließlich wurden die Proben in 
den Thermo-Cycler gestellt und 5 min bei 37°C, 60 min bei 42°C und 10 min bei 70°C inku-
biert. Die cDNA konnte direkt für den Real-Time-PCR-Versuch verwendet werden. Die Lage-
rung der Proben erfolgte bei –80°C im Tiefkühlschrank. 
 
3.2.2.4 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase-Chain-Reaction, PCR) dient der enzymatischen 
Amplifizierung spezifischer DNA-Sequenzen in vitro. Mit dieser Methode können selbst ge-
ringe Mengen an DNA nachgewiesen werden (Rassow et al., 2012). Der PCR-Prozess besteht 
aus 20 bis 40 Zyklen, wobei jeder Zyklus aus den drei Schritten Denaturierung, Hybridisierung 
und DNA-Synthese besteht. Diese laufen bei unterschiedlichen Temperaturen ab.  
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Im ersten Schritt, der Denaturierung, werden die Wasserstoffbrückenbindungen der doppel-
strängigen Matrizen-DNA mittels Erhitzen auf etwa 95°C gespalten. Es entstehen zwei kom-
plementäre Einzelstränge. Anschließend erfolgt bei der für die Primer spezifischen Temperatur 
die Primer-Hybridisierung (Primer annealing). Dabei binden die Primer sequenzspezifisch an 
die Einzelstränge. Die gebildeten Hybride dienen bei der DNA-Synthese als Startpunkt für die 
Taq-Polymerase (thermostabile DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus), die bei einem Tem-
peraturoptimum von 70-72°C und bei einem Überschuss an Desoxyribonukleotiden (dATP, 
dGTP, dCTP, dTTP) bei jedem Zyklus die Zahl der neu synthetisierten DNA-Stränge verdop-
pelt.  
Bei 20-40 Zyklen bedeutet dies eine DNA-Vervielfältigung um den Faktor 220-240, sodass selbst 
kleinste Mengen an DNA mit diesem Verfahren nachgewiesen werden können. 
 
3.2.2.5 Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion 
Bei der reversen Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) werden reverse Transkrip-
tion (6.2.2.3) und PCR (6.2.2.4) gekoppelt, um RNA nachzuweisen.  
Für die PCR wurde das Taq PCR Master Mix Kit (Qiagen) und die Primer aus Tabelle 6 ver-
wendet. Die einzelnen Komponenten wurden auf Eis pipettiert. Zu 1 μl cDNA wurden folgende 
Substanzen zugegeben: 
12,5 μl Taq PCR Master Mix 
0,5 μl Primer s (10 µM) 
0,5 μl Primer as (10 µM) 
10,5 µl H2O  
Das Gesamtvolumen der Reaktion betrug 25 μl. Die PCR wurde mit dem PTC-200 Thermal 
Cycler (MJ Research Watertown, MA) nach folgendem Protokoll  
Denaturierung:      95°C 4 min 
40 Zyklen  Denaturierung:    94°C 30 s 
 Amplifikation:    58°C 30 s 
 Elongation:     72°C 90 s 
Finale Elongation      72°C 10 min 
 
 durchgeführt.  
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3.2.2.6 Real-Time-RT-PCR (qPCR) 
Die Real-Time-RT-PCR ist eine Methode um quantitative Veränderungen zellulärer mRNA 
nachzuweisen. Sie beruht auf dem Prinzip der RT-PCR. Allerdings wird bei der Real-Time-
RT-PCR eine fluoreszierende Substanz (Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green®) eingesetzt, die in 
die DNA-Doppelstränge gebunden wird. Das Fluoreszenzsignal wird am Ende jeder Elongati-
onsphase gemessen. Nach einer bestimmten Anzahl von Zyklen mit zunehmenden Fluoreszenz-
signal, kommt es zum Überschreiten eines bestimmten Schwellenwertes (CT-Wert=Threshold-
Cycle). Dieser ist abhängig von der Zahl der Ausgangskopien. Es schließt sich ein exponenti-
eller Anstieg als Zeichen der Fluoreszenzintensität und als Ausdruck der Zunahme der entspre-
chenden DNA-Menge an, der in einer Plateauphase endet.  
Diese Methode erlaubt eine absolute quantitative Bestimmung der Anzahl der Kopien eines 
Gens bei zu Hilfenahme eines entsprechenden Standards. Sie ermöglicht außerdem eine relative 
Quantifizierung von Expressionsänderungen durch Normalisierung gegen ein Referenzgen. 
 
Durchführung der qPCR: 
Die qPCR wurde mit dem MyiQ™ Single-Color Real-Time PCR Detection System (MyiQ™; 
BioRad, München, Deutschland) durchgeführt. Die Vorbereitungen der Real-Time-RT-PCR 
Experimente erfolgten stets unter der Sicherheitswerkbank. Dafür wurden in die Wells einer 
96-Well-PCR-Platte zuerst 1 μl cDNA bzw. 1 μl RNase-freies Wasser für die Negativ-Kontrol-
len pipettiert und anschließend 1-2 s bei 3000 U/min zentrifugiert (GS-15R Zentrifuge). Nun 
wurden jeder Probe 14 μl Master Mix hinzugefügt. Dieser enthielt pro Probe: 
 
2x Mastermix (iQ SYBR Green Supermix, BioRad)     7,5 μl 
RNase-freies Wasser          5,75 μl 
sense Primer (10 μM)         0,375 μl 
antisense Primer (10 μM)        0,375 μl 
 
Das Gesamtvolumen der Reaktion betrug damit jeweils 15 μl. Die PCR-Platte wurde mit einer 
selbstklebenden Folie (optical tape) verschlossen, um den PCR-Ansatz vor Verunreinigung von 
außen und vor dem Verdampfen während der PCR zu schützen. Zum Sammeln der Proben am 
Boden der Kavitäten wurde erneut kurz bei 1300 U/min zentrifugiert. Für die PCR wurde fol-
gendes Protokoll verwendet: 
 
a. 1 Zyklus  Denaturierung und 
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 Enzym-Aktivierung:     95°C 3 min 
 
b. 45 Zyklen  Denaturierung:     95°C 30 s 
 Amplifikation:     58°C 20 s 
 Elongation und Quantifizierung:   72°C 45 s 
 
c. 1 Zyklus        95°C 60 s 
 
 1 Zyklus        55°C 60 s 
 
 
d. 80 Zyklen  Schmelzkurvenanalyse:   Erhöhung (0,5°C/Zyklus) 
       der Temperatur von 55°C 
       auf 95°C 10 s 
 
e. dauerhaft 4°C 
  
Die PCR-Produkte wurden mithilfe einer Standard Agarose Gel Elektrophorese analysiert.  
Für die relative Quantifizierung der mRNA-Expression wurden die β-Aktin-mRNA Level zur 
Normalisierung der Ergebnisse eingesetzt. β-Aktin ist wichtiger Bestandteil des Zytoskeletts 
und ein etabliertes Housekeeping-Gen, weshalb es als Kontrolle verwendet wurde. 
Die relative mRNA-Expressionsänderung wurde nach der 2-ΔΔCT Methode (CT, cycle threshold) 
mit 
 
    ΔCt = Cttarget gene – Ctβ-actin 
    ΔΔCt = ΔCttreatment – ΔCtcontrol 








Die Agarose-Gelektrophorese ist ein Verfahren zur Trennung von geladenen Teilchen wie 
DNA-Fragmenten entsprechend ihrer Größe und ihrer Ladung im elektrischen Feld. Die Ge-
schwindigkeit, mit der DNA-Fragmente durch Agarose-Gele im elektrischen Feld wandern, 
hängt vor allem von der Größe der DNA-Fragmente und der Konzentration der Agarose und 
der daraus resultierenden Porengröße der Polymere ab. Die Fragmente werden als Banden 
durch den interkalierenden, fluoreszierenden Farbstoff Ethidiumbromid im UV-Licht sichtbar. 
Durch den Vergleich der Bandengröße des Versuchsansatzes mit dem Bandenmuster eines Grö-
ßenstandards konnte auf die Länge des DNA-Fragmentes geschlossen werden. Dadurch kann 
die Spezifizität der PCR-Produkte kontrolliert werden. 
 
Herstellung des Agarose-Gels: 
3,4 g Agarose wurden mit 200 ml TBE-Puffer in einem 500 ml Erlenmeyerkolben gemischt 
und bis zum Entstehen einer klaren Flüssigkeit in der Mikrowelle gekocht. 
 
TBE-Puffer (pro Liter):   10,8 g Tris Base 
     5,5 g Borsäure 
     4 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0 
 
Sobald die Lösung ein wenig abgekühlt war, wurde die gelöste Agarose in einen Gelträger ge-
gossen und sofort 10 μl Ethidiumbromid (0,1 mg/ml) hinzugefügt und vermischt. Als potentiell 
mutagene Substanz wurde bei dem Umgang mit Ethidiumbromid auf persönliche Schutzmaß-
nahmen geachtet und Handschuhe getragen. Im Anschluss wurden direkt danach Kämme zur 
Ausbildung der Probenauftragstaschen im Gel platziert. Etwa 20-30 min später nach Erstarren 
des Gels bei Raumtemperatur wurde die Elektrophoresekammer mit TBE-Puffer aufgefüllt, so-
dass der Puffer das Gel einige Millimeter bedeckte und die Kämme entfernt. Die entstandenen 
Geltaschen wurden mit den Proben und jeweils 1 μl Probenladepuffer (Loading Dye) befüllt. 
Als Größenstandard wurde ein 100 bp DNA ladder (DNA-Längenstandard) mitgeführt. Die 
Elektrophorese lief bei 80 Volt ca. 35min. Anschließend wurden die Gele mit dem ChemiDocTM 
XRS Imager (BioRad München) eingescannt und die Banden durch das verwendete Ethidium-
bromid sichtbar gemacht. Dies erlaubte die Kontrolle der zuvor entstandenen PCR-Produkte 
hinsichtlich ihrer Größe.  
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3.2.3 Immunologische Methoden 
3.2.3.1 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese und Western-Blot-Analyse 
In diesem Versuch wiesen wir bestimmter Proteine aus Proteinextrakten stimulierter RPE-Zel-
len nach. Nach Kultivierung und Stimulation der Zellen mit ODN2006 (500 nM) und Poly (I:C) 
(500 μg/ml) für 20 min bzw. 1 h wurde die Proteinextrakte mithilfe des Mammalian-Cell-Lysis-
Kits aus den Zellen gewonnen. Die enthaltenen Proteine wurden mittels SDS-Polyacrylamid-
gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine Membran übertragen. Hier erfolgt der Nachweis 
durch spezifische Antikörper (Immunoblotting) in einer Antigen-Antikörper-Reaktion. 
3.2.3.2 Extraktherstellung aus RPE-Zellen  
Die humanen RPE-Zellen wurden vor Herstellung des Proteinextrakts in 6-Well Platten stimu-
liert. Dafür wurden 5x105 Zellen in 1,5 ml Medium (F-10 + 10 % FKS) eingesät und bei Errei-
chen einer Konfluenz von ~80 % über Nacht (16 h) synchronisiert. Danach wurden die Zellen 
mit den Testsubstanzen für 20 min bzw. 1 h stimuliert. In die unbehandelten Kontrollen wurden 
keine Testsubstanzen hinzugefügt. Anschließend wurde das Medium abgesaugt und die RPE-
Zellen zweimal mit eiskalten PBS gewaschen und anschließend 150 μl Lyse-Puffer auf die Zel-
len pipettiert (Mammalian Cell Lysis-1 Kit; Sigma). 
 
Zelllyse-Puffer (1 ml):  5xPuffer (Tris-EDTA)   200 μl 
     5xNaCl     200 μl 
     5xSDS (Lauryl Sulfate)   100 μl 
     5xDOC (deoxycholic acid)   200 μl 
     5xIgepal CA 630    200 μl 
     PBS      100 μl 
     Protease Inhibitor Cocktail     10 μl 
     Phosphatase Inhibitor Cocktail    10 μl 
     PMSF          5 μl 
 
Die Platte wurde 10 min bei 2-8°C unter Schaukeln inkubiert. Die nachfolgenden Versuchs-
schritte wurden auf einem Eisbett durchgeführt. Die Kavitäten wurden mit einer Pipettenspitze 
ausgeschabt und die Flüssigkeit wurde in 1,5 ml Reaktionsgefäßen gesammelt. Um die Zell-
trümmer zu pelletieren, wurden die Lysate im nächsten Schritt 10 min bei 10.000 U/min zent-
rifugiert. Die Überstände wurden in frische Reaktionsgefäße überführt und mittels der Brad-
ford-Methode die Proteinkonzentration bestimmt. 
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3.2.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 
Der Test nach Bradford (Bradford, 1976) ist eine photometrische Methode zur quantitativen 
Bestimmung von Proteinen. Die Messung basiert auf der Absorptionsänderung des Farbstoffes 
Coomassie-Brillant-Blau. Der ungebundene Farbstoff ist rötlich gefärbt und hat ein Absorpti-
onsspektrum von 470 nm. In saurer Lösung bildet er mit den basischen und aromatischen Sei-
tenketten von Proteinen Komplexe, wodurch er in seiner blauen Form stabilisiert wird und sich 
das Absorptionsspektrum zu 595 nm verschiebt. Da die absolute Höhe der Absorption der Kom-
plexe direkt proportional zur Proteinkonzentration in der gemessenen Lösung ist, lassen sich 
unter Bezugnahme auf Eichlösungen Proteinmengen bestimmen (Spektrum Akademischer Ver-
lag, Heidelberg, 1999). 
Die Bradford-Reagenzlösung wurde 1:5 mit destilliertem Wasser verdünnt. Jeweils 150 μl die-
ser Reagenzlösung wurden mit 5 μl der Proteinprobe bzw. des Standards gemischt und auf eine 
96-Well-Platte pipettiert. Die Extinktion der verschiedenen Proben wurde bei einer Wellen-
länge von 590 nm bestimmt. Durch den Vergleich mit einer Eichkurve konnten die jeweiligen 
Konzentrationen bestimmt werden. Zur Ermittlung der Eichkurve wurde ein Standardprotein 




phorese) nach Laemmli (1970) dient der Trennung von Proteingemischen nach ihrem Moleku-
largewicht im elektrischen Feld, wobei Acrylamid als Trägersubstanz verwendet wird. Natri-
umdodecylsulfat (SDS) führt zur vollständigen Denaturierung der Sekundär- und Tertiärstruktu-
ren von Proteinen. Zur Spaltung von Disulfidbrücken wurde β-Mercaptoethanol eingesetzt.  
Lösungen: 
 
 Sammelgelpuffer:    Tris-Base     15 g 
 (0,5 M Tris-HCl pH 6,8)   dest. H2O     100 ml 
      1N HCl     120 ml 
     pH kontrollieren und auf 250 ml auffüllen 
 
 Trenngelpuffer:    Tris-Base     45,38 g 
 (1,5 M Tris-HCl pH 8,8)   dest. H2O     100 ml 
      1N HCl     60 ml 
     pH kontrollieren und auf 250 ml auffüllen 




 Ammoniumpersulfat:   10 % (w/v) in dest. H2O stets frisch hergestellt 
 
 SDS:     10 % (w/v) in dest. H2O 
 
 Elektrodenpuffer:    Tris-Base (25 mM)    3 g 
      SDS (0,1 %)     1 g 
      Glycin (0,19 M)    14,4 g 
      In 1 l dest. H2O lösen ( pH ca. 8,8) 
 
 Sammelgellösung (4 %):   Acrylamid-Bisacrylamid   0,64 ml 
      Sammelgelpuffer    1,25 ml 
      dest. H2O     3,05 ml 
      10 % SDS     0,05 ml 
      TEMED    0,006 ml 
      10 % Amoniumpersulfat   0,025 ml 
 
 Trenngellösung (10 %):   Acrylamid-Bisacrylamid   3,33 ml 
      Trenngelpuffer    2,5 ml 
      dest. H2O     4,03 ml 
      10 % SDS     0,1 ml 
      TEMED     0,01 ml 
      10% Ammoniumpersulfat   0,05 ml 
 
 SDS-Inkubationspuffer:   Sammelgelpuffer    1,75 ml 
      Glycerin     1,5 ml 
      10 % SDS     5 ml 
      Mercaptoethanol    0,5 ml 
      gesättigte Bromphenolblaulösung  1,25 ml 
 
Die gereinigten Glasplatten wurden mit zwei Abstandshaltern in die Gelgießapparatur einge-
spannt und die zwei Gele, das Trenn- und das Sammelgel, vorbereitet. Das Trenngel erlaubt 
den Proteinen sich zu bewegen und dadurch voneinander getrennt zu werden. Es wurde im 
ersten Schritt bis zu 2/3 der Gesamthöhe zwischen die Glasplatten gegossen und vorsichtig mit 
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Wasser überschichtet um einer Austrocknung vorzubeugen und Kapillareffekte zu verhindern. 
Nach der Polymerisation wurde das Wasser über dem Trenngel entfernt und das Sammelgel, in 
das die Proteine am Anfang aufgetragen werden, zwischen die Platten gegossen. Das Sammel-
gel wurde bis zur Oberkante der Platte eingefüllt und ein Kamm zur Ausbildung der Auftrags-
taschen eingesetzt. Die Polymerisierung dauerte etwa eine Stunde. Danach wurden die Gelplat-
ten in die Elektrophoresekammer eingespannt, die Kammer mit Elektrodenpuffer befüllt, die 
Kämme entfernt und die Auftragstaschen mit Puffer gespült. Vor Verwendung wurden die Pro-
ben im Verhältnis 4:1 mit SDS-Inkubationspuffer gemischt und etwa zehn Minuten bei 100°C 
gekocht. Für die Analysen wurden jeweils 30 μg Gesamtprotein eingesetzt. Als Molekularge-
wichtsstandard diente der Bio-Rad Protein, Assay Standard II. Nach dem Einbringen der Pro-
ben wurde die Elektrophorese mit einer konstanten Spannung von 150 V gestartet. Nach etwa 
10 min hatte die Bromphenolblaufront der Proben das Trenngel erreicht und die Spannung 
wurde auf 200 Volt erhöht. Die Elektrophorese lief ca. 45 min bzw. bis die Bromphenolblauf-
ront aus dem Gel herauslief. 
 
3.2.3.5 Western-Blot Analyse 
Das zuvor durch SDS-Gelektrophorese getrennte Proteingemisch wird beim Western Blot auf 
eine Membran mit hoher Proteinbindungskapazität übertragen. Die Bindung spezifischer Anti-
körper (Immunblotting) und deren Nachweis mittels einem weiteren, enzymmarkierten Anti-
körper erlaubt in einer Antigen-Antikörper-Reaktion nachfolgend die genaue Identifizierung 
spezifischer Proteine. Um unspezifische Antikörperbindungen zu minimieren, mussten die 




Transferpuffer:    Tris-Base (25 mM)    1,45 g 
     Glycin (192 mM)      7,2 g 
     Methanol (20 % v/v)    200 ml 
     In 1 l dest. H2O lösen (pH ca. 8,5) 
 
TBS-Puffer:     Tris- Base (50 mM)    6,05 g 
(Tris-Buffer-Saline)    NaCl (150mM)    8,76 g 
     In 1 l dest. H2O lösen, pH 7,5 mit HCl einstellen 
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TBST-Puffer:     TBS-Puffer 
(Tris-Buffer-Saline-Tween):   Tween 20     0,1 % 
     pH 7,5 
 
Blockierungslösung:    Roti-Block 1:10 verdünnt in TBST-Puffer 
 
Verdünnungslösung für die 
Antikörper:    Roti-Block 1:100 verdünnt in TBST-Puffer 
 
AP-Puffer:     Tris-Base (100 mM)    6,05 g 
(Alkalische Phosphatase)   NaCl (100 mM)    3,0 g 
     MgCl2 x 6H2O    0,508 g 
     in 500 ml dest. H2O lösen 
     pH 9,5 mit HCl einstellen 
 
Detektionslösung:    AP-Puffer 10 ml 
     NBT (50 mg/ml in 70% DMF)  66 μl 
     BCIP (50 mg/ml in 100% DMF)  33 μl 
 
Als erstes wurde die PVDF-Membran vor Verwendung in 80 %igem Methanol geschwenkt und 
anschließend die Membran und die benötigten Filterpapiere 5 min. in Transferpuffer getränkt. 
Nachfolgend wurde ein „Blot-Sandwichs“ erstellt, dessen Aufbau folgendermaßen war: Filter-
papier – PVDF-Membran – Polyacrylamidgel mit den Proben – Filterpapier. Um einen voll-
ständigen Proteintransfer zu gewährleisten, wurde auf einen luftblasenfreien Aufbau geachtet. 
Das vollständige Blot-Sandwich wurde in der Semi dry transfer unit TE 70X positioniert und 
der Transfer wurde bei einer konstanten Stromstärke von 0,40 mA für 1 h durchgeführt. Die 
PVDF-Membran wurde nun mit destilliertem Wasser und TBS-Puffer jeweils einmal gespült 
und danach zwei Stunden mit Blockierungslösung auf dem Taumler (Polymax 1040T) inku-
biert. Die Inkubation mit dem ersten Antikörper erfolgte unter ständiger Bewegung über Nacht 
bei 4°C im Kühlschrank. Danach wurde die Antikörper-Lösung entfernt und die Membran 5x 
für jeweils 5 min mit TBST-Puffer bei Raumtemperatur gewaschen. Im Anschluss wurde die 
Membran eine Stunde mit dem Antikörper-Konjugat auf einem Taumler inkubiert. Die Memb-
ran wurde erneut fünfmal jeweils fünf Minuten mit TBST und einmal 5 min mit dem AP-Puffer 
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gewaschen. Die Membran wurde im letzten Schritt so lange in der Detektionslösung ge-
schwenkt bis die Banden gut sichtbar waren. 
 
3.2.3.6 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Die ELISA ist ein immunologisches Nachweisverfahren, deren Funktionsweise auf einer Anti-
gen-Antikörper-Reaktion basiert. Zu den nachweisbaren Substanzen zählen Proteine, Viren, 
Hormone, Toxine und weitere als Antigen wirkende Stoffe aus Blutseren, Körperflüssigkeiten 
oder Kulturüberständen.  
Bei der hier verwendeten indirektem ELISA (Sandwich-ELISA) werden zwei verschiedene, 
spezifische Antikörper für das nachzuweisende Antigen benutzt. Der erste ist ein nicht-mar-
kierter Antikörper, der an einer Mikrotiterplatte als fester Phase immobilisiert ist. Die Probe 
mit nachzuweisendem Antigen wird dazugegeben und nach anschließender Inkubation bindet 
der Antikörper dieses fest. Nach einem Waschvorgang wird ein zweiter spezifischer Detekti-
ons-Antikörper hinzugefügt. Dieser ist mit einem Enzym wie der Peroxidase gekoppelt und 
bindet ebenfalls an das Antigen. Es entsteht ein Antikörper-Antigen-Antikörper-Komplex. 
Nichtgebundene Antikörper werden durch Waschen entfernt. Anschließend wird eine Tetrame-
thylbenzidin-Lösung zugegeben. Durch die Peroxidasereaktion wird das farblose Chromogen 
in ein blau gefärbtes Endprodukt umgewandelt. Das Abstoppen der Reaktion mit Schwefelsäure 
ergibt einen stabilen gelb gefärbten Komplex. Die Intensität der Färbung der Probe ist propor-
tional zur Konzentration des Antigens. Mithilfe des Abgleichs mit einem Standard durch die 
Erstellung einer Eichkurve kann man nun eine quantitative Bestimmung des Antigens durch-
führen. 
 
Die Sekretionslevel von VEGF-A165, bFGF, HB-EGF und TNFα wurden nach 6 h und nach 
24 h in den Kulturüberständen von stimulierten RPE-Zellen (200 μl) mittels ELISA (R&D Sys-
tems) bestimmt. 
Entsprechend der Anleitung des Herstellers wurden die ELISAs wie folgt durchgeführt: 
 
Vor Beginn des Experiments wurden alle Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht. 
 
Vorbereitung der Reagenzien: 
 
Waschlösung:   20 ml konzentrierter Waschpuffer wurden mit 480 ml  
    destilliertem Wasser verdünnt. 




Substratlösung:   Die Farbreagenzien A und B wurden kurz vor der Verwendung 
    zu gleichen Teilen miteinander vermischt und im Dunkeln 
    aufbewahrt. 
 
Standard:    Die Standardproteine wurden nach den Vorschriften des  
    Herstellers gelöst und von der Stammlösung ausgehend eine 
    Verdünnungsreihe hergestellt (s. Abb. 8 aus der Anleitung der  
    Firma R&D für den VEGF-ELISA  
    
 
Abbildung 8: Vorbereitung der Standardverdünnungen laut Anleitung der Firma R&D 
 
In jede Kavität einer 96-well-Mikrotiterplatte wurden 200 μl (VEGF- und TNF--ELISA) bzw. 
100 μl Kulturüberstand (bFGF- und HB-EGF-ELISA) und Standardverdünnung hinzugefügt 
und zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Überstände ver-
worfen, und die Vertiefungen wurden mit Waschlösung gewaschen und das Antikörper-Kon-
jugat wurde in jede Kavität pipettiert und die Mikrotiterplatte wurde für weitere 2 h bei Raum-
temperatur inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurde Substrat-Lösung zu jeder Ver-
tiefung gegeben. Nach 20 min Inkubation im Dunkeln wurde die Reaktion durch Zugabe der 
Stopplösung beendet und die Absorption bei 450 nm im ELISA-Reader gemessen. Die gesuchte 
Antigen-Konzentration in den Kulturüberständen konnte durch den Vergleich mit einer bekann-
ten Antigen-Konzentration (Antigen-Standard) bestimmt werden.
 
3.2.3.7 Immunozytochemie 
Zum Nachweis des epithelialen Ursprungs der RPE-Zellen wurde die Immunmarkierung für 
Zytokeratine eingesetzt. Weiterhin wurde die Expression von tight junction-Proteinen 
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(Zonula-1 und Occludin) analysiert. Dafür wurden die humanen RPE-Zellen in 8-Well-Kam-
merobjektträger (Nunc™ Lab-Tek™ II Chamber Slide™ System) mit 5x103 Zellen/ml pro 
Well eingesät. Die Zellen wurden im Medium F10 + 10 % FKS kultiviert, bis eine 80-90 %ige 
bzw. 100 %ige Konfluenz erreicht war. Dann wurde das Medium entfernt und die Zellen 2x mit 
eiskalten PBS gewaschen. Für die Immunmarkierung wurden sie nun auf Eis in 1 % Parafor-
maldehyd für 20 min fixiert. Danach wurde das PFA abgesaugt und erneut 2x mit PBS gewa-
schen. Dem folgten zwei weitere 15-minütige Waschgänge bei Raumtemperatur mit Wasch-
puffer (PBS + 1 % DMSO + 0,3 % Triton-X100) auf einem Taumler unter leichtem Schaukeln. 
Der nächste Schritt war die Blockierung für 1 h in Blockierungslösung (Waschpuffer + 5 % 
Ziege-Normalserum) bei Raumtemperatur. Die Inkubation des ersten Antikörpers erfolgte im 
Kühlschrank über Nacht (~4°C), wobei die Platte mit Parafilm abgedichtet war. 
Antikörperverdünnung in der Blockierungslösung: 
- Anti Cytokeratin, pan FITC (SIGMA ALDRICH) 1:50 (100 µg/ 400 µl) 
- Rabbit anti Zonula 1 (Zymed Laboratories INC, San Francisco, CA) 1:50  
- Rabbit anti Occludin (Zymed) 1:50 
Daraufhin wurden die Antikörper-Lösungen abpipettiert und erneut 3x 10 min mit Waschlö-
sung auf einem Taumler unter leichtem Schaukeln gewaschen. Die Sekundärantikörper-Lösung 
sowie Hoechst 33258 (1:1000) dazu gegeben und anschließend für 2 h im Dunkeln bei Raum-
temperatur inkubiert. 
Sekundärantikörper 
- goat anti rabbit Cy3 (1:200 in Blockierungslösung, Jackson Immuno Research, Suffolk, 
UK) 
Nach dem Absaugen der Antikörper-Lösung und 3x Waschen mit PBS für jeweils 10 min auf 
dem Taumler wurde 1x für 2 min mit destilliertem Wasser gewaschen und die Zellen mit dem 
Eindeckmedium (Shandon Immu-Mount; Thermo Fisher Scientific) eingedeckt. Die mikrosko-
pischen Aufnahmen wurden an einem konfokalen Laser-Scanning Mikroskop (LSM 510 Meta, 
Zeiss, Oberkochem, Deutschland) erstellt. 
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3.2.3.8 Statistische Auswertung 
Die Ergebnisse sind Mittelwerte von mindestens drei unabhängigen Experimenten mit Zellen 
von verschiedenen Spendern und sind mit ihren Standartabweichungen dargestellt. Die statisti-
schen Auswertungen wurden mit dem Programm ‚Prism‘ (Graphard Software, San Diego, 
USA) durchgeführt. Die Signifikanz wurde mittels Varianzanalyse (one-way analysis of vari-
ance, ANOVA) und nachfolgender Korrektur nach Bonferroni (Bonferroni’s multiple compa-
rison test) sowie dem nicht parametrischen Mann-Whitney-Rank Sum-Test eingeschätzt. Die 







4.1 Charakterisierung der kultivierten humanen RPE-Zellen 
Die Experimente wurden mit kultivierten humanen RPE-Zellen (hRPE) mit 80-90 %iger bzw. 
vollständiger (100 %) Konfluenz durchgeführt. Die epitheliale Herkunft der Zellen wurde mit-
tels Immunmarkierung für Zytokeratine identifiziert (Abb. 9). Diese werden von allen Epithel-
zellen gebildet und machen als Intermediärfilamente den wichtigsten Teil des Zytoskeletts aus. 
In den verschiedenen Kulturen wiesen 70-85 % aller Zellen Immunreaktivität für Zytokeratine 
auf. 
 
Abbildung 9: Immunmarkierung für ZO-1 (rot), Occludin (rot) und Zytokeratine (grün) in fast-konfluenten und konfluenten 
Kulturen humaner RPE-Zellen. Die Zellnuklei wurden mittels Hoechst 33258 (blau) gekennzeichnet. Die Negativkontrolle 





Für den mechanischen Zusammenhalt sowie als Diffusionsbarriere zwischen Körperinnerem 
und -äußerem bilden Endothel- und Epithelzellen tight junctions (Zonula occludens) aus 
(Rassow et al., 2012). Der Nachweis der Expression des Zonula Occludens Proteins ZO-1 sowie 
des Transmembranproteins Occludin zeigt, dass die Zellen tight junctions ausbilden. Die ver-
schiedenen Proteine der Kontaktzone waren gehäuft sowohl in den Plasmamembranen als auch 
in den Zellkernen der Zellen vorhanden (Abb. 9). Die untersuchten Zellen wurden damit als 
retinale Pigmentepithelzellen identifiziert.  
 
4.2 Effekte viraler RNA und viral-bakterieller DNA auf die Genexpression bei kulti-
vierten hRPE-Zellen  
Um festzustellen, ob virale RNA und viral-bakterielle DNA eine Veränderung des Genexpres-
sion-Musters der RPE-Zellen bewirken, wurden die Zellen mit dem synthetischen viralen 
dsRNA Analogon Poly(I:C) und dem viral-bakteriellen DNA Analogon CpG-ODN stimuliert.  
4.2.1 Expression der TLR-Gene 
Der Effekt auf die Genexpression der PRRs wurde identifiziert indem das zelluläre Niveau an 
TLR2-, TLR3- und TLR9-mRNA (Abb. 10A) in stimulierten RPE-Zellen mittels qPCR be-
stimmt wurde. Dafür wurden fast konfluente RPE-Zellen in Anwesenheit von Poly(I:C) oder 
CpG-ODN für 2 h, 6 h bzw. 24 h kultiviert, danach die Gesamt-RNA präpariert und daraus 
cDNA synthetisiert. Diese war das Ausgangsmaterial für die RT-PCR. Aus Abb. 10A geht her-
vor, dass die RPE-Zellen die mRNA für TLR2, TLR3 und TLR9 exprimieren. 
Mithilfe der qPCR konnten Veränderungen in der Genexpression der einzelnen TLRs unter-
schieden werden. Für die relative Quantifizierung der mRNA-Expression wurden die β-Aktin-
mRNA-Level zur Normalisierung der Ergebnisse eingesetzt.  
Es konnte gezeigt werden, dass Poly(I:C) eine signifikante (P<0,05) Zunahme der TLR3 Gen-
expression nach 6 und 24 h in fast konfluenten RPE-Zellen induziert. In einem geringeren Maße 
wurde dieser Effekt auch bei der TLR2-mRNA nach 6 h festgestellt. Im Gegensatz dazu wurde 
für TLR9 nur eine leichte transiente Verringerung der Genexpression durch die Anwesenheit 
von Poly(I:C) (500 µg /ml) nach 6 h festgestellt (Abb. 10B). Diese Ergebnisse wurden durch 
die Untersuchungen mit konfluenten RPE-Zell-Kulturen bestätigt. Hier induzierte Poly(I:C) 
(100 bzw. 500 µg/ml) einen signifikanten dosisabhängigen (P<0,05) Anstieg der TLR2- und 
TLR3-Genexpression nach 6 h Stimulationszeit. Für die TLR9-Genexpression konnte keine 




ODN (500 nM) keine signifikanten (P<0,05) Veränderungen der mRNA-Level für TLR2-, 
TLR3- und TLR9-Genexpression bei fast konfluenten RPE-Zell Kulturen. (Abb. 10D).  
  
 
Abbildung 10: Effekte viraler RNA und viraler/bakterieller DNA auf die Genexpression von TLR2, TLR3 und TLR9 in huma-
nen RPE-Zellen. A. Repräsentative Abbildungen von Agarosegel-Elektrophoresen der PCR-Produkte für TLR2, 3 und 9. Durch 
RT-PCR determinierte Expression der TLR-Gene in RPE-Zellen kultiviert für 2 (1), 6 (2) und 24 (3) Stunden. Die Negativkon-
trollen (-) enthielten doppelt destilliertes Wasser anstelle der cDNA-Proben. B-D. Die mRNA-Level wurden mittels qPCR 
Analyse nach Stimulation der Zellen für 2, 6 oder 24 Stunden (s. die verschiedenen Balkenfarben) bestimmt und wurden als 
Vielfaches der unstimulierten Kontrollprobe dargestellt. B. Fast konfluente Kulturen wurden mit 500 µg/ml Poly(I:C) stimu-
liert. C. Konfluente Kulturen wurden mit 100 µg /ml bzw. 500 µg /ml Poly(I:C) stimuliert. D. Fast konfluente Kulturen wurden 
mit 500 nM CpG-ODN stimuliert. Jeder Balken repräsentiert die Daten aus 3-5 unabhängigen Experimenten mit RPE-Zellen 
aus verschiedenen Spendern. Signifikanter Unterschied zur unstimulierten Kontrolle: *P<0,05. 
 
Diese Daten deuten darauf hin, dass virale RNA die Hochregulation von TLR3 und in geringe-





4.2.2 Genexpression der Transkriptionsfaktoren 
Weiterhin wurde untersucht, ob die Wirkung der viralen RNA und viral-bakteriellen DNA zur 
Aktivierung der RPE-Zellen beiträgt. Dafür wurde der zelluläre mRNA-Gehalt von verschie-
denen Transkriptionsfaktoren bestimmt. Dazu gehörten NFAT5 (nuclear factor of activated T-
cells 5), HIF-1α, STAT3 und v-rel avian reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A 
(RELA). Es wurde verfahren wie in 4.2.1. (Expression der TLR-Gene). Abb. 11A verdeutlicht, 
dass die RPE-Zellen die mRNA für alle genannten Transkriptionsfaktoren exprimieren.  
 
 
Abbildung 11 Effekte viraler RNA und viraler/bakterieller DNA auf die Genexpression der Transkriptionsfaktorproteine 
HIF-1α, RELA (p65/NF-κB), STAT3 und NFAT5. A Durch RT-PCR determinierte Genexpression der Transkriptionsfaktorpro-
teine in RPE-Zellen kultiviert für 2 (1), 6 (2) und 24 (3) Stunden. Die Negativkontrollen (-) enthielten doppelt destilliertes 
Wasser anstelle der cDNA-Proben. B-D Die mRNA-Level wurden mittels real-time RT-PCR Analyse nach Stimulation von fast 
konfluenten (B, D)- bzw. konfluenten Zellen (C) für 2, 6 oder 24 Stunden (s. die verschiedenen Balkenfarben) bestimmt und 
wurden als Vielfaches der unstimulierten Kontrollprobe dargestellt. Die Zellen wurden mit Poly(I:C) (500 µg/ml; B, C) bzw. 
mit CpG-ODN (500 nM; D) stimuliert. Jeder Balken repräsentiert die Daten von 3-7 unabhängigen Experimenten mit Zellen 
von verschiedenen Spendern. Signifikanter Unterschied zur unstimulierten Kontrolle: *P<0,05. 
 
Wie aus Abb. 11 B und C ersichtlich wird, induzierte die Stimulation der Zellen mit dem syn-




von HIF-1α, RELA (die p65 Untereinheit des nuclear factor NF-κB) und des NFAT5. Auf die 
Genexpression von STAT3 (Abb. 11B). hatte die Stimulation mit Poly(I:C) keinen Effekt. Syn-
thetische viral-bakterielle DNA (CpG-ODN) bedingte eine moderate Veränderung der Genex-
pression von RELA und NFAT5 mit einer Hochregulation nach 6 h Stimulation bzw. einer 
Erniedrigung nach 24 h Stimulation (Abb. 11D).  
Diese Daten deuten an, dass sowohl virale RNA als auch viral-bakterielle DNA in der Lage 
sind, Veränderungen in der transkriptionellen Aktivierung der Gene verschiedener Transkrip-
tionsfaktoren zu bewirken. Dazu gehören HIF-1α (virale RNA), p65/NF-κB (RNA und DNA) 
und NFAT5 (RNA und DNA). 
 
4.2.3 Genexpression angiogener Wachstumsfaktoren 
Das Voranschreiten der AMD zum neovaskulären Stadium wird durch angiogene Wachstums-
faktoren wie VEGF, bFGF und HB-EGF, die unter anderem auch von RPE-Zellen gebildet 
werden, gefördert (Hollborn et al., 2006b; 2007; 2009). Deshalb wurden die Effekte von viraler 
RNA und viral-bakterieller DNA auf die Genexpression der oben genannten Faktoren in RPE-
Zellen untersucht. (Abb. 12A) Es wurde verfahren wie in 4.2.1 (Expression der TLR- Gene). 
Abb. 12A belegt, dass die RPE-Zellen die mRNA für die genannten angiogenen Wachstums-
faktoren exprimieren. Wie Abb. 12 B und C verdeutlichen, führt die Stimulation mit dem syn-
thetischen viralen RNA-Analogon Poly(I:C) zu einem signifikanten (P<0,05) Anstieg der Ge-
nexpression von bFGF in den RPE-Zellen bereits nach 2 und 6 h Stimulationsdauer, während 
die Genexpression von VEGF unbeeinflusst blieb. Poly(I:C) induzierte ebenfalls einen mode-
raten Anstieg der Genexpression von HB-EGF in nicht konfluenten Zellkulturen nach einer 
Stimulationsdauer von 2 h (Abb. 12B). Die Stimulation mit Poly(I:C) für 6 h bewirkte des Wei-
teren einen signifikanten (P<0,05) Anstieg der Proteinsekretion von bFGF bei den RPE-Zellen. 
Daneben wurden auch auf Proteinebene kein Effekt auf die Sekretion von VEGF festgestellt 
(Abb. 12D). Auch konnten keine nachweisbaren Mengen an löslichen HB-EGF Protein mittels 
ELISA in den Kulturüberständen der für 6 bzw. 24 h kultivierten Zellen nachgewiesen werden. 
Die Stimulation der RPE-Zellen mit dem synthetischen Analogon viral-bakterieller DNA CpG-
ODN hatte keinen Einfluss auf die zelluläre Genexpression der mRNA von VEGF, bFGF und 
HB-EGF (Abb. 12E).  







Abbildung 12 Effekte viraler RNA und viraler/bakterieller DNA auf die Genexpression und Proteinsekretion der angiogenen 
Wachstumsfaktoren VEGF, bFGF und HB-EGF. Die mRNA-Level (B, C, E) wurden mittels qPCR Analyse nach Stimulation 
der Zellen für 2, 6 und 24 h (s. die verschiedenen Balkenfarben) bestimmt und sind als Vielfaches der unstimulierten Kontrolle 
angegeben. Die Proteinsekretion von VEGF-A165 und bFGF (D) wurde mittels ELISA in den Kulturüberständen der für 6 und 
24 h stimulierten Zellen bestimmt. Die Darstellung erfolgte in Prozent der unstimulierten Kontrolle (100 %). A. Repräsentative 
Abbildungen von Agarosegel-Elektrophoresen der PCR Produkte für VEGF-A165, bFGF und HB-EGF. Die Expression der 
Wachstumfaktorgene in den für 2(1), 6(2) und 24(3) h kultivierten Zellen wurde durch RT-PCR nachgewiesen. Die Negativ-
kontrollen (-) enthielten doppelt destilliertes Wasser anstelle der cDNA. B, D. Fast konfluente Kulturen wurden mit Poly(I:C) 
(500 µg/ml) stimuliert. C. Dosisabhängige Effekte von Poly(I:C). Konfluente Kulturen wurden mit Poly(I:C) (100 bzw. 500 
µg/ml) stimuliert. E. Fast konfluente Kulturen wurden mit CpG-ODN (500 nM) stimuliert. Jeder Balken repräsentiert die Daten 
von 3-5 unabhängigen Experimenten mit Zellen von verschiedenen Spendern. Signifikanter Unterschied zur unstimulierten 
Kontrolle: *P<0,05. •P<0,05. 
 
4.2.4 Genexpression proinflammatorischer Zytokine 
Die Pathogenese der AMD ist sowohl mit einer systemischen als auch mit einer lokalen Ent-
zündungsreaktion assoziiert (Cheung and Wong, 2014). Wir verglichen daher die Effekte vira-




RPE-Zellen. Dazu gehörten IL-1β, IL-6, MCP-1, MIP-2 und TNFα (Abb. 13). Es wurde ver-
fahren wie in 4.2.1 (Expression der TLR- Gene). Mithilfe der RT-PCR Analyse konnten wir 
belegen, dass die humanen RPE-Zellen die mRNA der genannten proinflammatorischen Zyto-
kine exprimieren (Abb. 13A).  
 
 
Abbildung 13 Effekte viraler RNA und viraler/bakterieller DNA auf die Genexpression inflammatorischer Zytokine in hRPE-
Zellen. Die mRNA Niveaus (B, C, D) wurden mittels qPCR Analyse nach Stimulation der Zellen für 2, 6 bzw. 24 h (s. die 
verschiedenen Balkenfarben) bestimmt und sind als Vielfaches der unstimulierten Kontrolle dargestellt. Die Proteinsekretion 
von TNFα (D) wurde mittels ELISA in den Kulturüberständen der für 6 und 24 h stimulierten Zellen bestimmt. Die Darstellung 
erfolgte in Prozent der unstimulierten Kontrolle (100 %). A. Repräsentative Abbildungen von Agarosegel-Elektrophoresen der 
PCR Produkte für IL-1ß, IL-6, MCP-1, MIP-2 und TNFa. Die Genexpression inflammatorischer Proteine in für 2(1), 6(2) und 
24(3) h stimulierten Zellen wurde mittels RT-PCR bestimmt. Die Negativkontrollen (-) enthielten doppelt destilliertes Wasser 
anstelle der cDNA-Proben. B, D. Fast konfluente Kulturen wurden mit Poly(I:C) (500 μg/ml) stimuliert. C. Dosisabhängiger 
Effekt von Poly(I:C). Konfluente Kulturen wurden mit Poly(I:C) (100 bzw. 500 μg/ml) für 6 h stimuliert. E. Fast konfluente 
Kulturen wurden mit CpG-ODN (500 nM) für 2, 6, 24 h stimuliert. Jeder Balken repräsentiert die Daten von 3-5 unabhängigen 






Wie in Abb. 13 B und C dargestellt, induziert die Stimulation der Zellen mit dem synthetischen 
viralen RNA Analogon Poly(I:C) einen signifikanten (P<0,05) Anstieg der Genexpression von 
IL-1β, IL-6, TNFα, MCP-1 und MIP-2. Es zeigten sich dabei jedoch zeitabhängige Unter-
schiede in der Genexpression der einzelnen inflammatorischen Zytokine. Für die Expression 
der IL-1β-, TNFα- und MIP-2-mRNA wurde bereits nach 2 stündiger Stimulation der fast kon-
fluenten Zellen mit Poly(I:C) ein Maximum ermittelt. Dagegen wurde der stärkste Effekt von 
Poly(I:C) auf die Genexpression von IL-6 und MCP-1 erst nach einer 6 stündigen Stimulation 
erreicht (Abb. 13B). Für konfluente RPE-Zellen wurde ein Einfluss von Poly(I:C) in Anhän-
gigkeit von der eingesetzten Dosis auf die Genexpression von IL-1ß, IL-6 und MCP-1 nach 6 
h Stimulationsdauer ermittelt (Abb. 13C). Poly(I:C) induzierte des Weiteren auch eine Zu-
nahme der Proteinsekretion von TNFα bei den RPE-Zellen (Abb. 13D). Die Stimulation der 
hRPE-Zellen mit dem viral-bakteriellen DNA Analogon CpG-ODN führte zu keiner Verände-
rung der Genexpression der untersuchten inflammatorischen Zytokine (Abb. 13E). Aus diesen 
Daten lässt sich schließen, dass virale RNA die Genexpression verschiedener proinflammato-
rischer Zytokine in RPE-Zellen induziert und ebenso die Sekretion von TNFα bei dem RPE 
anregt.  
  
4.2.5 Genexpression von Komplementfaktoren 
Altersabhängige retinale Entzündungen sind mit lokaler Aktivierung des alternativen Komple-
mentsystems  und subretinaler Ablagerung von aktivierten Komplementproteinen wie C3a und 
C5a assoziiert (Anderson et al., 2010; Johnson et al., 2001; Nozaki et al., 2006). Wir verglichen 
daher die Auswirkungen der Stimulation humaner RPE-Zellen mit viraler RNA Poly(I:C) und 
viral-bakterieller DNA (CpG-ODN) auf die Genexpression verschiedener Komplementproteine 
(C3, C5, C9, CFB und CFH).  
Es konnte gezeigt werden, das kultivierte humane RPE-Zellen die mRNA für die Komplement-
proteine C3, C5, C9, CFB und CFH exprimieren (Abb. 14A). 
Das synthetische virale RNA Analogon Poly(I:C) induzierte einen signifikanten (P<0,05) zeit-
abhängigen Anstieg der Genexpression von C5, C9, CFB und CFH; hatte jedoch keinen Ein-
fluss auf die Genexpression von C3 (Abb. 14B). Der Effekt der Poly(I:C) Stimulation auf die 
Genexpression war bei CFB stärker als bei allen anderen untersuchten Komplementfaktorgenen 
(Abb. 14B). Auch bei konfluenten RPE-Zellen wurde dieser Effekt in Abhägigkeit der einge-
setzten Dosis an Poly(I:C) festgestellt (Abb. 14C). Die Stimulation mit dem viral-bakteriellen 




Effekt auf die Genexpression von C3, CFB und CFH hatte (Abb. 14D).  
Wie aus diesen Daten ersichtlich wird, induzieren sowohl virale RNA als auch viral-bakterielle 
DNA die Genexpression bestimmter Komplementfaktorgene in kultivierten RPE-Zellen. 
 
 
Abbildung 14 Effekte viraler RNA und viraler/bakterieller DNA auf die Genexpression von Komplementfaktoren in hRPE-
Zellen. Die mRNA-Niveaus wurden mittels qPCR Analyse nach Stimulation der Zellen für 2, 6 bzw. 24 h (s. die verschiedenen 
Balkenfarben) bestimmt und sind als Vielfaches der unstimulierten Kontrolle dargestellt. A. Repräsentative Abbildungen von 
Agarose-Gelelektrophoresen der PCR Produkte für die Komplementfaktoren C3, C5, C9, CFB und CFH. Die Expression von 
Komplementfaktorgenen in für 2(1), 6(2) und 24(3) h kultivierten Zellen wurde mittels RT-PCR ermittelt. Die Negativkontrollen 
(-) enthielten doppelt destilliertes Wasser anstelle der cDNA. B. Fast konfluente Kulturen wurden mit Poly(I:C) (500 μg/ml) 
stimuliert. C. Dosisabhängiger Effekt der Poly(I:C) Stimulation auf die Genexpression von CFB. Konfluente Kulturen wurden 
mit Poly(I:C) (100 bzw. 500 μg/ml) stimuliert. D. Fast konfluente Kulturen wurden mit CpG-ODN (500 nM) für 2,6 und 24 h 
stimuliert. Jeder Balken repräsentiert die Daten von 3-5 unabhängigen Experimenten mit Zellen von verschiedenen Spendern. 
Signifikanter Unterschied zur unstimulierten Kontrolle: *P<0,05. •P<0,05. 
 
4.3 Aktivierung intrazellulärer Signaltransduktionsmoleküle 
In unseren Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass die Stimulation mit dem synthe-




Pigmentepithel induziert. Um festzustellen, ob Poly(I:C) weiterhin auch die Aktivierung intra-
zellulärer Signalübertragungswege induziert, wurde mittels Western Blot Analyse der Phos-
phorylierungszustand (Aktivierungsgrad) der Signalproteine ERK1/2, p38-MAPK, Akt und 
STAT3 untersucht. 
 
Abbildung 15 Effekte viraler RNA auf den Proteinphosphorylierungsgrad von ERK1/2, p38-MAPK, Akt und STAT3 in huma-
nen RPE-Zellen. Fast konfluente Kulturen wurden mit 100 und 500 μg/ml Poly(I:C) für 20 min. bzw. 1 h stimuliert. PDGF (10 
ng/ml) wurde als Positivkontrolle eingesetzt. β-Aktin diente als Kontrolle für eine gleiche Proteinbeladung. Die Menge an 
Gesamtprotein ist jeweils als erstes oben dargestellt, darunter ist passend die Menge an phosphoryliertem Protein gezeigt. 
Gleichwertige Ergebnisse wurden in drei unabhängigen Experimenten mit Zellen aus unterschiedlichen Spendern erzielt.  
  
Die Stimulation humaner RPE-Zellen mit Poly(I:C) führte zu einer dosisabhängigen Zunahme 
des Proteinphosphorylierungsgrades von ERK1/2 und p38-MAPK (Abb. 15). Dabei waren die 
stimulationsabhängigen Effekte von Poly(I:C) nach 1 h stärker ausgeprägt als nach 20 min 
(Abb. 15). Ebenso führte die Stimulation mit Poly(I:C) zu einem moderaten Anstieg des Pro-




1 h nicht mehr nachweisbar war (Abb. 15). Im Gegensatz dazu induzierte Poly(I:C) keine Ver-
änderung des Proteinphosphorylierungsgrades von STAT3 (Abb. 15). In Übereinstimmung mit 
vorherigen Studien führte die Positivkontrolle PDGF (platelet-derived growth factor) zu einer 
Veränderung des Phosphorylierungszustandes aller untersuchten Proteine (Abb. 15) (Hollborn 
et al., 2006a; 2006b).  
Unsere Ergebnisse zeigen, dass virale RNA die Aktivierung verschiedener Signaltransdukti-
onswege in humanen RPE-Zellen induziert.     
 
4.4 Funktion intrazellulärer Signaltransduktionswege bei Poly(I:C) induzierter Gen-
expression 
Es wurde festgestellt, dass das synthetische virale RNA Analogon Poly(I:C) die Aktivierung 
verschiedener Signalübertragungswege in humanen retinalen Pigmentepithelzellen induziert 
(Abb. 15). Um die Funktion verschiedener Signaltransduktionswege bei der Regulation der 
Poly(I:C)-induzierten Genexpression zu bestimmen, wurden pharmakologische Inhibitoren, die 
die Aktivierung von Schlüsselmolekülen der intrazellulären Signalübertragungswege hemmen, 
getestet. Entsprechend der Ergebnisse zur Beeinflussung der Genexpression verschiedener Pro-
teine (s. 4.2.1. - 4.2.5.) wurden in diese Untersuchungen TLR3, bFGF, TNFα, IL-1ß, und CFB 
einbezogen. Die Stimulationszeitpunkte wurden anhand des stärksten Effekts auf die mRNA-
Expression aus den vorangegangen Experimenten für TNFα und IL-1ß auf 2 h und für TLR3, 
bFGF und CFB auf 6 h festgelegt. Für DMSO als Lösungsmittel der Hemmer konnte in keinem 
Fall ein Effekt auf die Genexpression festgestellt werden.  
Die Hemmung der ERK1/2 Aktivierung durch PD98059 reduzierte signifikant (P<0,05) die 
Poly(I:C)-induzierte Genexpression von TLR3 (Abb. 16A), TNFα (Abb. 16C), IL-1β 
(Abb. 16D) und CFB (Abb. 16E), indessen hatte sie keinen Effekt auf die Poly(I:C)-induzierte 
Genexpression von bFGF (Abb. 16B). Die Inhibition der p38-MAPK Aktivität durch SB203580 
resultierte in einer signifikanten (P<0,05) Abnahme der Poly(I:C)-induzierten Expression fol-
gender Gene: TLR3 (Abb. 16A), bFGF (Abb. 16B), TNFα (Abb. 16C) und CFB (Abb. 16E). 
Die Hemmung der p38-MAPK Aktivität hatte dabei keinen Effekt auf die Poly(I:C)-induzierte 
Genexpression von IL-1β (Abb. 16D). Die Inhibition der JNK-Aktivität durch SP600125 resul-
tierte in einer signifikanten (P<0,05) Reduktion der Poly(I:C)-induzierten Genexpression von 
TLR3 (Abb. 16A), TNFα (Abb. 16C) und CFB (Abb. 16E), wobei kein Effekt auf die Poly(I:C)-




werden konnte. Der Hemmer des (PI3K)-Akt Signalweges, LY294002, reduzierte signifikant 
(P<0,05) die Poly(I:C)-abhängige Genexpression von TLR3 (Abb. 16A), TNFα (Abb. 16C) 
und IL-1β (Abb. 16D). Er hatte keinen Effekt auf die Poly(I:C)-induzierte Genexpression von 
bFGF (Abb. 16B) und CFB (Abb. 16E).  
 
Abbildung 16 Intrazelluläre Signalwege involviert in die Poly(I:C)-induzierte Genexpression bei humanen RPE-Zellen. Be-
stimmt wurden die zellulären Transkripte folgender Gene: TLR3-(A), bFGF-(B), TNFα-(C), IL-1β-(D) und CFB-(E) mRNA. 
Die mRNA-Niveaus wurden mittels qPCR Analyse nach Stimulation fast konfluenter Kulturen für 2 h (TNFα- und IL-1β mRNA) 
bzw. 6 h (TLR3-, bFGF- und CFB-mRNA) bestimmt. Sie sind als Vielfaches der unstimulierten Kontrolle dargestellt. Die fol-
genden Hemmer wurden getestet: PD98059 (20 μM; Hemmer der ERK1/2-Aktivierung), SB203580 (10 μM; Hemmer der p38-




mittel-Kontrolle wurde Dimethylsulfoxid (DMSO, 1:1000) eingesetzt. Jeder Balken repräsentiert die Daten von 3-9 unabhän-
gigen Experimenten mit Zellen von verschiedenen Spendern. Signifikanter Unterschied zur unstimulierten Kontrolle: *P<0,05. 
Signifikanter Unterschied zur Poly(I:C) stimulierten Kontrolle: •P<0,05. 
Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass die Poly(I:C)-induzierte Expression verschiedener 
Gene in RPE-Zellen unterschiedlich von bestimmten intrazellulären Signalübertragungswegen 
reguliert wird.      
 
4.5 Rolle der Transkriptionsfaktorenaktivität bei der Poly(I:C)-induzierten Genex-
pression 
Da die Stimulation humaner RPE-Zellen mit Poly(I:C) die Genexpression verschiedener Tran-
skriptionsfaktoren induzierte (Abb. 11B), wurde deren Rolle bei der Poly(I:C)-induzierten Ge-
nexpression untersucht. Wie im vorrangegangenen Abschnitt wurden folgende Stimulations-
zeiten festgelegt: 2 h für die Genexpression von TNF und IL-1ß und 6 h für die Genexpression 
von TLR3, bFGF, MCP-1 und CFB.  
Für die Bestimmung der HIF-1α-Aktivität setzten wir dafür den HIF-Inhibitor 3-[2-(4-adaman-
tan-1-yl-phenoxy)-acetylamino]-4-hydroxybenzoic acid methyl ester ein (Lee et al., 2007). Der 
HIF-Inhibitor verminderte signifikant (P<0,05) die Poly(I:C)-induzierte Transkription des 
Gens für TLR3 (Abb. 17A), indes hatte er keinen Einfluss auf die Poly(I:C)-induzierte Genex-
pression von TNFα (Abb. 17C), IL-1β (Abb. 17D), MCP-1 (Abb. 17E) und CFB (Abb. 17F). 
Der HIF-Inhibitor steigerte signifikant (P<0,05) die Genexpression von bFGF in der Kontrolle 
und unter Poly(I:C)-Stimulation (Abb. 17B).  
Als NF-κB-Hemmstoff wurde caffeic acid phenethyl ester (CAPE) verwendet (Natarajan et al., 
1996). CAPE reduzierte signifikant (P<0,05) die Poly(I:C)-induzierte Genexpression von 
TLR3 (Abb. 17A), bFGF (Abb. 17B), IL-1β (Abb. 17D) und MCP-1 (Abb. 17E), während keine 
Veränderung bei der Poly(I:C)-induzierten Genexpression von TNFα (Abb. 17C) und CFB 








Abbildung 17 Aktivität der Transkriptionsfaktoren, die bei der Poly(I:C)-induzierten Genexpression in humanen RPE-Zellen 
involviert sind. Es wurden die zellulären Niveaus folgender Gentranskripte bestimmt: TLR3- (A), bFGF- (B), TNFα- (C, IL-1β- 
(D), MCP-1- (E) und CFB- (F) mRNA. Die mRNA-Level wurden mit der qRT-PCR Analyse nach Stimulation fast konfluenter 
Kulturen für 2 h (TNFα- und IL-1β-mRNA) bzw. 6 h (TLR3-, bFGF-, MCP-1- und CFB-mRNA) ermittelt. Sie sind als Vielfaches 
der unstimulierten Kontrolle dargestellt. Es wurden die folgenden Inhibitoren getestet: der HIF-Inhibitor (HIF-Inh; 5 μM), der 
NF-κB-Hemmer (CAPE; 5 μM) und der STAT3-Inhibitor (Stattic, 1 μM). Als Läsungsmittel-Kontrolle wurde Dimethylsulfoxid 
(DMSO, 1:1000) eingesetzt. Jeder Balken repräsentiert die Daten von 3-8 unabhängigen Experimenten mit Zellen von ver-
schiedenen Spendern. Signifikanter Unterschied zur unstimulierten Kontrolle: *P<0,05. Signifikanter Unterschied zur 
Poly(I:C) stimulierten Kontrolle: •P<0,05. 
 
Für die Hemmung von STAT3 wurde der Inhibitor Stattic eingesetzt (Schust et al., 2006). Stat-
tic senkte signifikant (P<0,05) die Poly(I:C)-induzierte Genexpression von TLR3 (Abb. 17A), 
TNFα (Abb. 17C), IL-1β (Abb. 17D), MCP-1 (Abb. 17E) und CFB (Abb. 17F) im Vergleich 
zur Wirkung von Poly(I:C) unter Kontrollbedingungen. Kein signifikanter Effekt wurde auf die 
Poly(I:C)-induzierte Genexpression von bFGF (Abb. 17B) ermittelt.  
Diese Daten weisen darauf hin, dass die Poly(I:C)-induzierte Genexpression in humanen RPE-




4.6 Wirkung von Poly(I:C) auf die physiologischen Eigenschaften von kultivierten 
RPE-Zellen 
Zur Untersuchung der Wirkung von Poly(C:I) auf die physiologischen Eigenschaften der RPE-
Zellen, wurden die Proliferations-, und Migrationsverhalten der Zellen getestet. Für die Unter-
suchungen zum Effekt auf das Proliferationsverhalten der RPE-Zellen wurde die Rate des Ein-
baus von BrdU in die DNA wachsender Zellen ermittelt. Diese Untersuchungen wurden mit 
dem Cell Proliferation ELISA, BrdU (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) durchge-
führt. Dafür wurden die Zellen in Anwesenheit von Poly(C:I) für 20 bzw. 44 h inkubiert und 




Abbildung 18 Wirkung von Poly(I:C) auf die physiologischen Eigenschaften von kultivierten humanen RPE-Zellen (A)Be-
einflussung der Proliferation durch Poly(C:I). Die Zellen wurden für 24 und 48 h in Anwesenheit von 500 µg/ml Poly(I:C) 
bzw. 20 ng/ml PDGF kultiviert. Der Wachstumsfaktor PDGF diente als Positivkontrolle. (B) Wirkung auf das Migrationsver-
halten. Dafür wurden die RPE- Zellen für 6 h in Anwesenheit von 500 µg/ml Poly(I:C) bzw. 10 ng/ml PDGF mit einem Boyden-
Kammer Assay untersucht. Die Daten sind gezeigt als Mittelwerte ± Standardfehler, die in 3-7 (Proliferation) und 5 unabhän-
gigen Experimenten (Migration) mit Zellen aus verschiedenen Spendern ermittelt wurden. Signifikanter Unterschied zur unbe-
handelten Kontrolle: ••P<0,01. 
Mit diesen Untersuchungen konnte kein signifikanter Einfluss von Poly(I:C) auf die prolifera-
tiven Eigenschaften der RPE-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 18A). 
Zur Testung der Wirkung von Poly(I:C) auf das Migrationsverhalten wurde ein Boyden-Kam-
mer Assay eingesetzt. Unter den hier gewählten Bedingungen konnten keine Veränderungen 







Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ist weltweit nach dem Katarakt und dem Glau-
kom die dritthäufigste Erblindungsursache (World Health Organization). In den westlichen In-
dustrienationen stellt die AMD sogar die häufigste Ursache für irreversible Blindheit der älteren 
Bevölkerung dar (Ambati et al., 2003;  Anderson et al., 2002;  Penfold et al., 2001). Bedingt 
durch den demografischen Wandel einer alternden Gesellschaft ist daher sowohl mit einer Zu-
nahme der Anzahl der Betroffenen als auch mit einer stärkeren Belastung des Gesundheitssys-
tems in den nächsten Jahren zu rechnen (Cousins et al., 2012). Kennzeichen der frühen, trocke-
nen AMD ist das Vorkommen von Drusen. Im Verlauf kann es zur Spätform, der sogenannten 
feuchten AMD, kommen, die durch pathologische choriodale Neovaskularisation gekennzeich-
net ist (Herrmann et al., 2013, S. 378; Murakami et al., 2014). Für die Diagnose und Verlaufs-
kontrolle werden die Fluoreszeinangiografie und die optische Kohärenztomografie (OCT) ein-
gesetzt. Auch der vom Patienten selbst durchgeführte Amsler-Gittertest kann voranschreitende 
AMD-typische Visusveränderungen wie ein Zentralskotom oder Metamorphopsien aufdecken. 
Die Pathophysiologie dieser degenerativen Erkrankung ist bis heute nicht vollständig geklärt. 
Zu den potentiellen Risikofaktoren zählen Rauchen, ein höheres Alter, UV-Licht Exposition, 
arterielle Hypertension, familiäre Belastung mit AMD und verschiedene genetische Polymor-
phismen der Apolipoproteine, der Matrixmetalloproteinasen, der TNF-Familie, des Komple-
mentsystems und vom VEGF (Cheung and Wong, 2014; Fletcher et al., 2014; Guymer and 
Robman, 2007). Die Entstehung der altersbedingten Makuladegeneration konnte in den letzten 
Jahren mit dem Auftreten von systemischen und lokalen Entzündungsreaktionen, der Aktivie-
rung von Makrophagen und anderen immunologischen Veränderungen wie der subretinalen 
Ablagerung aktivierter Komplementproteine assoziiert werden (Anderson et al., 2010; Cheung 
and Wong, 2014; Cousins et al., 2004; Stanton and Wright, 2014). Ebenso ist bei der Pathoge-
nese der AMD die Rolle mikrobieller Pathogene in den Fokus gerückt. Sowohl die Beteiligung 
von Bakterien (Chlamydia pneumoniae) als auch die von viralen Infektionen exogener- (Cy-
tomegalievirus, Herpes simplex) sowie endogener Herkunft (Alu RNA) wurden bereits als Ur-
sache für die Entzündungsreaktionen bzw. deren Verstärkung in der alternden Retina in Be-
tracht gezogen (Ishida, 2003; Kalayoglu et al., 2005; Kaneko et al., 2011; Miller et al., 2004;  
Mukhamed'ianova et al., 2014; Robman et al., 2005; Tarallo et al., 2012). Kleinman et al. 
konnten 2012 im Mausmodell zeigen, dass small interfering RNAs (siRNA) durch die Aktivie-
rung von TLR3 in RPE-Zellen die Degeneration der Retina induzieren können. Teilweise gibt 




einer Chlamydia pneumoniae-Infektion und deren potentielle Assoziation mit der Pathogenese 
der AMD lieferten gegensätzliche Erkenntnisse (Haas et al., 2009; Kessler et al., 2006; Khand-
hadia et al., 2012; Guymer and Robman, 2007).  
Obwohl bakterielle und virale Infektionen retinale Entzündungen hervorrufen können, gibt es 
bis jetzt nur wenige Informationen über die Effekte von viralen und bakteriellen pathogen-
associated molecular pattern (PAMPs) auf humane RPE-Zellen (Ishida, 2003; Kalayoglu et al., 
2005; Miller et al., 2004). 
Das Ziel dieser Studie war es daher, die Effekte viraler RNA und viraler RNA/DNA auf die 
Genexpression von Proteinen zu untersuchen, die potentiell eine retinale Entzündungsreaktion 
in kultivierten humanen RPE-Zellen hervorrufen und verstärken können.  
 
5.1 Beeinflussung der physiologischen Eigenschaften des retinalen Pigmentepithels 
In unseren Untersuchungen konnte wir keinen signifikanten Einfluss der Poly(I:C)-Stimulation 
auf die proliferativen Eigenschaften der RPE-Zellen nachweisen (Abb. 18A). Ebenso konnten 
wir keine Veränderungen der Migrationsrate feststellen (Abb. 18B). Virale RNA scheint daher 
keinen Einfluss auf diese zellulären Eigenschaften retinaler Pigmentepithelzellen zu haben.  
Als Ausgangspunkt unserer Studie benutzten wir fast konfluente sowie konfluente RPE Zell-
kulturen. Beide Kulturen exprimierten die RPE-Zellen Marker Zytokeratin und die tight junc-
tion Proteine ZO-1 und Occludin (Abb. 9). Die Expression dieser Proteine zeigte, dass die von 
uns verwendeten Zellkulturen spezifische Merkmale differenzierter RPE-Zellen aufwiesen. Die 
Untersuchungen zur Genexpression von verschiedenen Proteinen bestätigen diese Aussage. Mit 
Ausnahme der Genexpression von TLR9 (Abb. 10C) konnten wir ähnliche dsRNA-induzierte 
Transkriptionsveränderungen in den sowohl fast konfluenten als auch in den konfluenten Kul-
turen nachweisen. Dazu gehörten die Gene für TLR2 und TLR3 (Abb. 10C), für HIF-1α und 
p65/NF-κB (Abb. 11C), für bFGF (Abb. 12C), für CFB (Abb. 14C) und die Gene für die Ent-
zündungsfaktoren IL-1β, IL-6, TNFα und MCP-1 (Abb. 13C). Die gleichartigen Ergebnisse 
könnten darauf hinweisen, dass auch nur fast konfluente Kulturen retinaler Pigmentepithelzel-
len dazu geeignet sind, Aspekte der Physiologie von RPE-Zellen zu untersuchen, die im Verlauf 
eventuell ein tieferes Verständnis für die pathologischen Mechanismen in der alternden Retina 
ermöglichen. Ob unsere Ergebnisse bezüglich der Physiologie von RPE-Zellen jedoch auch in 
vivo von Relevanz sind, muss weiter untersucht werden. Es steht jedoch fest, dass die Erkennt-




Beteiligung viraler Infektionen an der Entstehung von Entzündungen in der alternden Retina 
dienen.  
5.2 Einfluss auf die Genexpression 
 
5.2.1 Toll-like Rezeptoren 
Toll-like Rezeptoren haben als PRR verschiedene immunologische Aufgaben. Ebenso induziert 
die Bindung eines spezifischen Antigens verschiedene RPE-Funktionen wie T-Effektorzellen-
Aktivierung oder die Abschwächung der Immunantwort (Chen et al., 2013). TLR2 erkennt un-
terschiedliche Liganden, die unter anderem von gramnegativen Bakterien gebildet werden 
(Kumar et al., 2004). So kann Chlamydia pneumoniae durch TLR2 als Mediator Entzündungen 
in der Retina, die vermehrte Produktion von Zytokinen und eine CNV auslösen (Fujimoto et 
al., 2010). TLR2 erkennt sowohl virale Antigene wie z.B. Cytomegalievirus-Antigene, als auch 
bakterielle, Pilz- und bestimmte endogene Antigene. TLR3 kommt vor allem intrazellulär, aber 
auch auf den Zelloberflächen der meisten Gewebearten einschließlich dendritischen Zellen und 
dem RPE vor (Ebihara et al., 2007; Kleinman et al., 2012; Klettner et al., 2014; Kumar et al., 
2004). Er erkennt die in Drusen vorkommende doppelsträngige RNA (dsRNA) oder auch 
Poly(I:C), welches ein Analogon der dsRNA ist und wird als Pattern Recognition Receptor 
unter anderem durch diese aktiviert  (Detrick and Hooks, 2010; Klettner et al., 2014; Murakami 
et al., 2014; Tarallo et al., 2012). Da dsRNA als Zwischenprodukt der Virusreplikation vor-
kommt, ist sie ein molekulares Kennzeichen viraler Infektion (Ebihara et al., 2007). Durch die 
Aktivierung kommt es nachfolgend zur Produktion von proinflammatorischen Zytokinen, Che-
mokinen und Adhäsionsmolekülen wie IL-6, IL-8 oder MCP-1 und zu einer verstärkten Ex-
pression von MHC-Klasse-II Proteinen auf RPE-Zellen (Chen et al., 2013; Ebihara et al., 2007; 
Kumar et al., 2004). Die ebenso gebildeten Zytokine IFNα, IFNβ und IFNγ  sind wichtige Be-
standteile der Immunantwort und sowohl anti-viral und antiproliferativ als auch immunmodu-
latorisch, anti- und proinflammatorisch wirksam (Detrick and Hooks, 2010). Da IFNγ  die Ex-
pression von TLR2, 4, 7 und 9 verändert, kann TLR3 indirekt deren Signalübertragung beein-
flussen (Chen et al., 2013). TLR3-Aktivierung führt auch zu Apoptose und retinaler Degenera-
tion und spielt daher eine wichtige Rolle, Viren von der Retina abzuwehren. (Ebihara et al., 
2007; Kleinman et al., 2012). Wir konnten feststellen, dass das virale RNA-Analogon Poly(I:C) 
die Hochregulierung von TLR3 und zu einem geringeren Grad auch von TLR2 in humanen 
RPE-Zellen induziert (Abb. 10B und C). Beim TLR9 hingegen, welcher vor allem intrazellulär 
in RPE-Zellen vorkommt und  unmethylierte CpG-Dinucleotide in viraler oder bakterieller 




Im Vergleich zum Effekt des viralen RNA-Analogons Poly(I:C) war der Effekt des syntheti-
schen Analogons viral-bakterieller DNA, CpG-ODN, wesentlich begrenzter. Weder bei TLR2 
noch bei TLR3 oder TLR9 ließ sich eine signifikante Veränderung der Genexpression nach-
weisen. Es besteht letztendlich die Möglichkeit, dass die unterschiedlichen Effekte viraler RNA 
und viral-bakterieller DNA, die wir in unserer Studie nachgewiesen haben, auf Basis einer un-
terschiedlichen Konzentration der verwendeten Agenzien beruhen. Andererseits konnten wir 
zeigen, dass die Stimulation der RPE-Zellen mit CpG-ODN eine Erhöhung der C5- und C9-
Genexpression (Abb. 14D) induzierte. Das deutet doch auf aktivierende Eigenschaften von 
CpG-ODN in den eingesetzten Konzentrationen hin. Damit ergibt sich die Schlussfolgerung, 
dass CpG-ODN wahrscheinlich nur geringe Veränderungen bei kultivierten RPE-Zellen be-
wirkt. Unsere Ergebnisse gehen in Einklang mit bereits von Ebihara et al. (2007) durchgeführ-
ten Experimenten, die zeigen konnten, dass die Aktivierung von TLR3, dem Rezeptor für virale 
dsRNA, umfassende Effekte auf die Produktion inflammatorischer Mediatoren in humanen 
RPE-Zellen hervorruft, während die Aktivierung von TLR9, der unmethylierte CpG-Dinukle-
otide in viraler und bakterieller DNA erkennt, kaum Veränderungen bewirkt.  
5.2.2 Proinflammatorische Zytokine 
Unsere Untersuchungen ergaben ebenfalls, dass virale RNA die Genexpression verschiedener 
Proteine in RPE-Zellen induziert, die in situ Entzündungsprozesse verstärken können. Dazu 
gehören folgende proinflammatorische Zytokine, die einerseits von den RPE-Zellen und ande-
rerseits von aktivierten Makrophagen sezerniert werden: IL-1β, IL-6, MCP-1, TNFα und MIP-
2 (Abb.13B und C). Die Interleukine regulieren dabei über auto- oder parakrine Sezernierung 
die Kommunikation zwischen den verschiedenen Zellen des Immunsystems und fördern 
dadurch die Entwicklung von Entzündungen (Rassow et al., 2012, S. 691). Sowohl MCP-1 als 
auch MIP-2 und TNFα sind als Immunmodulatoren in der Lage, die Rekrutierung von Makro-
phagen einzuleiten. In von AMD betroffenen Augen konnten bereits Ambati et al. (2003) hohe 
MCP-1 Level nachweisen, was als Erklärung für die bei der CNV vermehrt auftretenden Mak-
rophagen dienen könnte. In der Pathogenese der bei der altersbedingten Makuladegeneration 
stattfindenden Entzündungsreaktion wurden aktivierte Makrophagen als möglicher Bestand-
teile schon durch sowohl Penfold et al. (2001) als auch durch Cousins et al. (2004) vorgeschla-
gen. Zudem wurde im Mausmodell gezeigt, dass die subretinale Injektion viraler RNA die In-
filtration von Makrophagen in die Retina induzierte (Murakami et al., 2014). Unsere Resultate 
bestätigen vorangegangene Studien, die nachwiesen, dass virale RNA die Produktion inflamm-
atorischer Faktoren wie IL-6 und TNFα sowie von Chemokinen wie MCP-1 in RPE-Zellen 




Wir konnten in unseren Experimenten zeigen, dass virale RNA weiterhin auch die Genexpres-
sion von Entzündungsfaktoren wie IL-1β und MIP-2 (Abb. 13B) induziert und ebenso die Sek-
retion von TNFα aus den retinalen Pigmentepithelzellen stimuliert (Abb. 13D). Im Gegensatz 
dazu war der Einfluss viral-bakterieller DNA (CpG-ODN) auf die Genexpression proinflamm-
atorischer Zytokine nur marginal. Diese umfassenden Effekte viraler RNA auf die Genexpres-
sion von Entzündungsmediatoren in RPE-Zellen könnten in naher Zukunft als Therapieansatz 
dienen. So wäre es denkbar durch die Inhibition der TLR3-abhängingen Signalübertragung die 
Retina vor altersbedingten Entzündungsprozessen zu schützen. Diese protektiven Effekte des 
TLR3-knockdowns konnten Chen et al. (2013) erst kürzlich am Beispiel der autoimmunen 
Uveitis zeigen.  
5.2.3 Angiogene Faktoren 
Vor allem beim Fortschreiten der trockenen AMD zur CNV und damit zur feuchten AMD spie-
len durch von RPE-Zellen gebildete, angiogene Wachstumsfaktoren eine maßgebliche Rolle. 
Während es zurzeit noch keine effiziente Behandlung für die trockene Form der AMD gibt, 
macht man sich die zentrale Rolle des VEGF-A bei der Entstehung der feuchten AMD durch 
CNV bei der Therapie zunutze (Davidson et al., 2014; Stanton and Wright, 2014; Veltmann et 
al., 2016). So stellt neben der früher häufig angewandten Lasertherapie oder der photodynami-
schen Therapie (PDT) mit Verteporfin die Behandlung mit monoklonalen Antikörpern gegen 
VEGF-A (Anti-VEGF-Präparate; zugelassen sind Ranibizumab und Aflibercept) mittels intra-
vitrealer Injektion heute den Goldstandard dar (Kleinman et al., 2012;  Schargus, 2015). Da ein 
geringer Prozentsatz an Patienten nur mangelhaft auf diese Therapie anspricht, scheint allein 
die erhöhte Produktion von VEGF-A nicht auszureichen, um die choroidale Neovaskularisation 
zu fördern (Fletcher et al., 2014; Oshima et al., 2004). Erst das synergistische Zusammenspiel 
mit weiteren proangiogenen Faktoren macht die angiogenen Effekte von VEGF-A im Rahmen 
der CNV möglich (Hollborn et al., 2006c; Schlingemann, 2004). Zu diesen Faktoren, die vom 
RPE produziert werden, gehören z.B. der basic fibroblast growth factor (bFGF) und der hepa-
rin-binding epidermal growth factor-like growth factor (HB-EGF) (Veltmann et al., 2016). In 
unserer Studie zeigte sich, dass nur virale RNA (Abb. 12B-D) und nicht viral-bakterielle DNA 
(Abb. 12E) die Genexpression und Sekretion des angiogenen Faktors bFGF in humanen RPE-
Zellen induziert. Hingegen hatte die Stimulation mit viraler RNA keinen Einfluss auf die Gen-
expression und Sekretion des vascular endothelial growth factor (VEGF) (Abb. 12B-D). Die 
Tatsache, dass auch viral-bakterielle DNA in unseren Experimenten keinen Effekt auf die Ge-




(2010). Diese konnten zeigen, dass Antigene des Bakteriums Chlamydia pneumoniae Verände-
rungen der Genexpression von VEGF in kultivierten RPE-Zellen von Mäusen induzierten. Ob-
wohl der Grund für diese widersprüchlichen Ergebnisse auf den ersten Blick nicht auszumachen 
ist, lässt er sich vielleicht durch andersartige Stimulationsbedingungen und den Ursprung der 
RPE-Zellen aus verschiedenen Spezies erklären. Die von uns nachgewiesenen Effekte auf die 
Genexpression und Sekretion von bFGF durch die Stimulation humaner RPE-Zellen mit viraler 
RNA (Abb. 12B-D) lassen vermuten, dass die frühen Stadien der pathologischen Neovaskula-
risation in der alternden Retina durch die viral-bedingte Induktion von bFGF verstärkt werden. 
Diese Annahme deckt sich mit den Ergebnissen einer Studie von Hu et al. (2009), die nachwei-
sen konnte, dass bFGF vor allem als initialer Stimulator experimenteller choroidaler Neovas-
kularisation fungiert, während VEGF im späteren Verlauf der Angiogenese von Bedeutung ist. 
Obwohl HB-EGF an der Sekretion von VEGF beteiligt ist, scheint er nur eine untergeordnete 
Rolle bei der durch Stimulation mit viraler RNA verursachten Genexpression einzunehmen 
(Hollborn et al., 2006b; Ongusaha, 2004). Lediglich die 2-stündige Stimulation mit Poly(I:C) 
zeigte einen signifikanten Anstieg der Genexpression von HB-EGF (Abb 12A), während es 
hingegen bei der Stimulation mit CpG-ODN zu keiner signifikanten Veränderung kam.  
In unseren Experimenten konnten wir eine unterschiedlich stark ausgeprägte Zeitabhängigkeit  
der Poly(I:C) induzierten Genexpression einiger angiogener- und inflammatorischer Proteine 
(Abb. 12B und 13B) darlegen. Dieser Zusammenhang reflektiert sehr gut die Klassifikation der 
TLR-induzierten Gene in primary response Gene wie TNFα und in secondary response Gene 
wie IL-6 (Abb. 13B) (Saccani et al., 2001). Als Ursache für diese voneinander abweichenden 
Zeitabhängigkeiten konnten Unterschiede in der Art der Assoziation der Transkriptionsfaktoren 
mit ihren jeweiligen Zielgenen sowie die jeweiligen Voraussetzungen für eine de novo Synthese 
und das Nukleosom-Remodelling verantwortlich gemacht werden.      
5.2.4 Komplementsystem 
AMD-bedingte retinale Entzündungen sind auch mit der lokalen Aktivierung des alternativen 
Komplementsystemweges und der subretinalen Ablagerung verschiedener aktivierter Komple-
mentproteine assoziiert (Anderson et al., 2002; Johnson et al., 2001; Nozaki et al., 2006). Der 
alternative Weg der Komplementaktivierung wird dabei hauptsächlich antikörperunabhängig 
durch mikrobielle Pathogene initiiert. In der vorliegenden Studie konnten wir belegen, dass 
sowohl virale RNA (Abb. 14B und C) als auch viral-bakterielle DNA (Abb. 14D) die Genex-
pression verschiedener Komplementfaktoren induziert. Dabei führte Poly(I:C) insbesondere zu 




CFH, während die Stimulation mit CpG-ODN vor allem die Genexpression von C5 und C9 
verstärkte. Die Genexpression des Komplementfaktors 3 (C3), dessen Fragmente C3a und C3b 
wichtige Bestandteile des alternativen Weges und ebenso Opsonine sind, werden weder durch 
Poly(I:C)- noch durch CpG-ODN-Stimulation nennenswert beeinflusst (Gekle et al., 2010; 
Rassow et al., 2012, S. 658). Aus dem Komplementfaktor 5 (C5) entstehen durch die C5-
Konvertase die beiden Spaltprodukte C5a und C5b, wobei letzteres zusammen mit C9 Bestand-
teil des MAC ist (Anderson et al., 2010). Sowohl C5a wie auch C3a konnten bereits in Drusen 
von AMD-betroffenen Augen nachgewiesen werden, was sich mit der von uns nachgewiesenen 
erhöhten Genexpression von C5 deckt (Nozaki et al., 2006). Es handelt sich dabei um Anaphy-
latoxine, die Entzündungen, Chemotaxis und die Bildung von Sauerstoffradikalen fördern 
(Stanton and Wright, 2014). Ebenso induzieren sie die Sekretion von VEGF in vivo (Anderson 
et al., 2010; Stanton and Wright, 2014). Eine übermäßige Genexpression kann also zu einer 
verstärkten Angiogenese und einer erhöhten Makrophagendichte führen wie sie bei der AMD 
auffallen. In unseren Versuchen war insbesondere die durch die Stimulation mit viraler RNA 
(Poly(I:C)) aktivierte Genexpression des Komplementfaktor B (CFB) höher als die der anderen 
untersuchten Komplementfaktoren (Abb. 14B). CFB stellt den Hauptaktivator des alternativen 
Komplementweges dar; eine unkontrollierte Überproduktion in RPE-Zellen kann daher aller 
Voraussicht nach zu einer lokalen Überreaktion des Komplementsystems mit nachfolgender 
Schädigung des umgebenden Gewebes führen. Eine Interpretation des späten (nach 24 h) sti-
mulierenden Effektes von viraler RNA auf die CFH Genexpression ist zum jetzigen Zeitpunkt 
nicht möglich und bedarf weiterer Untersuchungen. Bekannt ist aber in dem Zusammenhang, 
dass die Risikovariante Tyr402His des Komplementfaktors H die regulierende Funktion von 
CFH verringert, was durch verminderten Schutz eine Überaktivierung des Komplementsystems 
begünstigen könnte und damit das AMD-Risiko erhöht (Clark et al., 2010; Ross et al., 2007; 
Rodríguez de Córdoba et al., 2004; Schaumberg et al., 2007; Skerka et al., 2007).  
 
5.2.5 Transkriptionsfaktoren 
In unseren Experimenten konnten wir zeigen, dass sowohl die Stimulation mit Poly(I:C) als 
auch mit CpG-ODN zu einer Aktivierung des retinalen Pigmentepithels führt (Abb. 11). Einen 
Anhaltspunkt dafür liefert die durch beide Substanzen induzierte verstärkte Genexpression der 
Transkriptionsfaktoren HIF-1α, RELA und NFAT5. Transkriptionsfaktoren sind Hilfsproteine, 





5.2.5.1 NFAT 5 
Die nuclear factor of activated T-cells (NFAT) Familie besteht aus den fünf Mitgliedern 
NFAT1-5 (Macian, 2005). Die Gemeinsamkeit aller NFATs besteht in einer speziellen DNA 
bindenden Domäne, der sogenannten REL-homology region (RHR) (Macian, 2005). Die NFAT 
Proteine spielen bei der Produktion von Zytokinen im Rahmen der T-Zell-Aktivierung, beim 
Zellzyklus und der Apoptose sowie bei der Interaktion mit anderen Signalwegen eine entschei-
dende Rolle (Macian, 2005). Die durch NFAT1-4 bedingte Genexpression wird calciumabhän-
gig entweder über Calmodulin (CaM) und CaM-Kinasen oder über Calcineurin aktiviert und 
reguliert (Gekle et al., 2010; Macian, 2005). Calciumunabhängig wird nur NFAT5 (auch 
OREBP: osmotic response element-binding protein) reguliert (Macian, 2005). NFAT5 wird ty-
pischerweise als Reaktion auf osmotischen Stress aktiviert (Hollborn et al., 2017). Es induziert 
die Expression von Zytokinen wie TNFα, Ionenkanälen, Transportsystemen und anderen Ge-
nen, die zu einer verstärkten Akkumulation von organischen Osmolyten zum Schutz der Zelle 
vor hypertonen Bedingungen führen. (Libert et al., 2016; Macian, 2005).  
Die Pathophysiologie der feuchten AMD wird bedingt durch eine Dysfunktion des RPEs, der 
Bruchschen Membran und der BRS und ist gekennzeichnet durch das Vorhandensein von CNV 
und einem Makulaödem. (Hollborn et al., 2015; Libert et al., 2016; Veltmann et al., 2016). 
VEGF ist dabei der relevanteste angiogene Faktor, der sowohl die Entstehung der CNV als auch 
des Ödems fördert (Veltmann et al., 2016). Die Zellen des RPEs stellen in der Retina eine 
wichtige Quelle für VEGF dar. NFAT5 ist bei hyperosmolaren Bedingungen, wie sie in der 
Retina beim Makulaödem auftreten, maßgeblich an der Expression von VEGF beteiligt (Holl-
born et al., 2015; Veltmann et al., 2016). Sowohl die Stimulation mit Poly(I:C) als auch die mit 
CpG-ODN führten in unseren Experimenten zu einer zeitabhängigen Zunahme der Genexpres-
sion von NFAT5 (Abb. 11B und D).  
Die Genexpression von NFAT5 scheint dabei im Gegensatz zu den anderen von uns untersuch-
ten Genexpressionen der Transkriptionsfaktoren als einzige in etwa gleich stark von viraler 
RNA und viral-bakterieller DNA aktiviert zu werden (Abb. 11B und D).  
5.2.5.2 HIF-1α 
Im gesunden Auge erfolgt die Sauerstoffversorgung der Retina mittels Diffusion aus den Ka-
pillaren der Aderhaut über die Bruchsche Membran hin zum avaskulären äußeren Teil der Netz-
haut. Vor allem die metabolisch aktiven Photorezeptoren haben einen hohen Sauerstoffbedarf, 
der durch die räumliche Nähe zwischen RPE und Aderhaut gedeckt wird (Golan et al., 2012). 




zu einer Vergrößerung der Diffusionsstrecke, kann dieser hohe Sauerstoffbedarf nicht mehr 
gedeckt werden; es kommt zur Hypoxie. Dies induziert die verstärkte Expression des Hypoxie-
induzierten Faktors-1α (HIF-1α) (Lee et al., 2007). Wie aus Abb. 11B ersichtlich, wird die 
Genexpression von HIF-1α nicht nur durch ein hypoxisches Milieu initiiert. Auch die Stimula-
tion mit viraler RNA führt zu einer signifikanten Steigerung der Genexpression, was die Angi-
ogenese durchaus begünstigen kann (Ziello et al., 2007).    
5.2.5.3 RELA 
Das RELA (v-rel avian reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A, oder p65) stellt eine 
Untereinheit des Transkriptionsfaktors NF-κB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of 
activated B-cells) dar, der als einer der wichtigsten Transkriptionsfaktoren für die Auslösung 
von Entzündungen gilt (Rassow et al., 2012, S. 660). Sowohl in fast-konfluenten (Abb. 11B) 
als auch in konfluenten (Abb. 11C) Kulturen führt die Stimulation mit Poly(I:C) zu einem deut-
lichen und signifikanten Anstieg der Genexpression von RELA. Auch die Stimulation mit viral-
bakterieller DNA führte zu einer gesteigerten Genexpression von RELA (Abb. 11D).    
Zusammenfassend zeigt sich bei den von uns untersuchten Transkriptionsfaktoren, dass sowohl 
die Stimulation mit viraler RNA als auch mit viral-bakterieller DNA zu einer Aktivierung der 
Genexpression führt. Sowohl virale RNA als auch viral-bakterielle DNA können somit eine 
Entzündungsreaktion im RPE auslösen. Allerdings scheint Poly(I:C) einen stärkeren Einfluss 
auf die verschiedenen Transkriptionsfaktoren zu haben als viral-bakterielle DNA (Abb. 11), 
was eine virale Infektion als zu Grunde liegende Ursache der AMD wahrscheinlicher erschei-
nen lässt. 
5.3 Rolle der Transkriptionsfaktorenaktivität bei der Poly(I:C)-induzierten Genex-
pression 
Wir konnten zuvor nachweisen, dass die Stimulation mit Poly(I:C) zu einer verstärkten Genex-
pression verschiedener Transkriptionsfaktoren führt (Abb. 11), woraufhin wir die Rolle der 
Transkriptionsfaktoraktivierung bei der Poly(I:C)-induzierten Genexpression untersuchten 
(Abb.17) 
5.3.1  HIF-1α 
Als Transkriptionsfaktor regelt HIF-1α durch Bindung an hypoxia-responsive elements (HRE) 
die Aktivierung verschiedener Gene, die bei der Glykolyse, bei Wachstumssignalen und der 
Angiogenese entscheidend sind (Lee et al., 2007; Ziello et al., 2007). Wir konnten zeigen, dass 




(Abb. 17A). HIF-1a aktiviert auch die Transkription von VEGF, einem wichtigen Regulator 
der Angiogenese, und damit die endotheliale Zellmigration,  -proliferation und CNV in hypo-
xischen Gebieten (Ziello et al., 2007). Im Gegensatz dazu hemmt HIF-1α die Genexpression 
von bFGF (Abb. 17B). Interessanterweise scheint er damit sowohl proangiogene als auch nicht-
angiogene Eigenschaften zu haben. Da bFGF wie von Hu et al. (2009) beschrieben eher das 
Initialstadium der Angiogenese unterstützt, wäre es denkbar, dass HIF-1α mittels Aktivierung 
von VEGF erst im späteren Verlauf der AMD relevant wird. HIF-1α hat des Weiteren keinen 
Einfluss auf andere von uns untersuchte proinflammatorische Faktoren wie TNFα (Abb. 17C), 
IL-1β (Abb. 17D), MCP-1 (Abb. 17E) oder CFB (Abb. 17F). Er scheint damit nicht ausschlag-
gebend für eine initiale Entzündungsreaktion im retinalen Pigmentepithel zu sein.    
5.3.2 p65/ NF-κB 
NF-κB gehört zu einer Familie von Transkriptionsfaktoren, die ubiquitär in Säugetieren vor-
kommen (Natarajan et al., 1996). NF-κB ist für die Entstehung von Entzündungen einer der 
wichtigsten Transkriptionsfaktoren (Rassow et al., 2012, S. 660). Es ist ein Heterodimer, das 
sich aus fünf strukturell-verwandten Rel-Proteinen zusammensetzt (Karin and Ben-Neriah, 
2000; Saccani et al., 2001). Der häufigste beim Menschen vorkommende Subtyp ist ein Hete-
rodimer aus p50 (NF-κB1) und p65 (v-rel avian reticuloendotheliosis viral oncogene homolog 
A, RELA) Proteinen (Natarajan et al., 1996). Im Zytoplasma liegt NF-κB durch die Bindung an 
den Inhibitor IκBa (nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, 
alpha) in seiner inaktiven Form vor (Natarajan et al., 1996).  
Die Erkennung von PAMPs durch TLRs, proinflammatorische Stimuli wie oxidativer Stress 
oder Zytokine wie der Tumornekrosefaktor α (TNFα) und Interleukin 1 führt zur Aktivierung 
des p65/Rel-A Komplexes (Buxadé et al., 2012; Lawrence, 2009). Es kommt zur Phosphory-
lierung und subsequenter Ubiquitinylierung des IκBα. Dessen anschließender proteolytischer 
Abbau ermöglicht die rapide Translokation von NF-κB in den Zellkern (Natarajan et al., 1996). 
Im Nucleus bindet NF-κB an ein regulatorisches DNA-Motiv von etwa zehn Basenpaaren, dem 
sogenannten κB-Motiv (Karin and Ben-Neriah, 2000). Dies initiiert die Transkription verschie-
dener Gene, die für die Kodierung von inflammatorischen Zytokinen, Chemokinen, Adhäsions-
molekülen und zytoprotektiven Proteinen zuständig sind (Lawrence, 2009; Natarajan et al., 
1996; Saccani et al., 2001). Obwohl TNFα als potenter Induktor von NF-κB gilt, führt er schein-
bar selbst nicht zu einer Beeinflussung dieses Zytokins (Schütze et al., 1995; Abb. 17C). Wir 
konnten jedoch zeigen, dass NF-κB maßgeblich an der Poly(I:C)-induzierten Genexpression 




zu einer reduzierten Genexpression dieser Faktoren beiträgt. Diese Ergebnisse bestätigen die 
Funktion von NF-κB bei Immun-und Entzündungsreaktionen sowie bei der Pathogenese chro-
nischer Entzündungen im Auge (Karin and Ben-Neriah, 2000; Lawrence, 2009).  
5.3.3 STAT 3 
Die signal transducers and activators of transcription (STATs) sind eine Familie von sieben 
zytoplasmatischen Transkriptionsfaktoren, die Signale von der Zellmembran in den Nucleus 
übermitteln und dort über die Expression verschiedener Gene die zelluläre Immunantwort, die 
Proliferation, die Apoptose und die Zelldifferenzierung steuern (Schust et al., 2006; Takeda 
and Akira, 2000). Die Besonderheit der STAT Proteine liegt in ihrer SH2 (src-homology 2) 
Domäne, die ihnen die Interaktion mit multiplen Signalwegen ermöglicht (Ihle, 2001).  
STAT3 wird von einer Vielzahl von Zytokinen einschließlich IL-2 und IL-6, von Wachstums-
faktoren wie den epidermal growth factor (EGF), durch Interferone und auch durch einige On-
kogene aktiviert (Levy and Lee, 2002; Takeda and Akira, 2000). Er spielt bei der Tumorentste-
hung und der dabei verstärkt auftretenden Zelltransformation und Angiogenese sowie bei der 
Embryogenese eine Rolle. (Schust et al., 2006; Takeda and Akira, 2000). IL-6-vermittelt be-
einflusst er die Bildung von Akute-Phase-Proteinen und die Differenzierung und Stimulation 
von B- und T-Lymphozyten (Levy and Lee, 2002; Takeda and Akira, 2000). Die Aktivierung 
von STAT3 kann dabei sowohl pro- als auch antiinflammatorische Effekte bewirken (Takeda 
and Akira, 2000). Obwohl die Genexpression von STAT3 nicht durch die Stimulation mit 
Poly(I:C) oder CpG-ODN signifikant verändert wurde (Abb. 11B), konnte durch unsere Ergeb-
nisse gezeigt werden, dass STAT3 an der Vermittlung der Effekte von TLR-3, TNFα, IL-1β, 
MCP-1 und CFB nach viralen Infektionen im Auge beteiligt ist (Abb. 17A, C, D, E und F).  
Die Poly(I:C)-induzierte Genexpression in humanen RPE-Zellen wird also differenziert und in 
unterschiedlichem Ausmaß durch die Aktivität verschiedener Transkriptionsfaktoren reguliert. 
CpG-ODN und damit viral-bakterielle DNA scheint kaum einen Einfluss zu haben.   
 
5.4 Aktivierung und Funktion der intrazellulären Signalwege  
Wir konnten zeigen, dass die Stimulation mit Poly(I:C) durch Induktion der Genexpression 
verschiedener Transkriptionsfaktoren (Abb. 11) zu einer Aktivierung des RPEs führt. Nachfol-
gend untersuchten wir die Funktion der Signalwege PI3K, MAPK, ERK1/2 MAPK, p38-





Der phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)-Signalweg ist an der Regulierung verschiedener zel-
lulärer Prozesse beteiligt. PI3Ks sind heterodimere Kinasen, die aus einer regulatorischen und 
einer katalytischen Untereinheit bestehen (Vivanco and Sawyers, 2002). Ihre Hauptaufgabe be-
steht in der Bildung von Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat (PIP3) aus Phosphatidylino-
sitol-4,5-Bisphosphat (PIP2) (Vivanco and Sawyers, 2002). PIP3 aktiviert die AKT-Kinase, ein 
Protoonkogen, das das zelluläre Homolog der Proteinkinase B (PKB) ist. (Rassow et al., 2012, 
S. 550; Vivanco and Sawyers, 2002). AKT wird ubiquitär exprimiert und aktiviert Prozesse wie 
Zellproliferation, Zellwachstum sowie die Hemmung der Apoptose. AKT ist auch an der Ver-
mittlung metabolischer Reaktionen z.B. der Wirkung von Insulin beteiligt (Vivanco and 
Sawyers, 2002). Es spielt weiterhin eine Rolle bei der über HIF-1α und VEGF vermittelten 
Angiogenese und beeinflusst über NF-κB das Überleben der Zelle (Vivanco and Sawyers, 
2002). Wir konnten zeigen, dass eine Hemmung des PI3K/AKT-Signalweges signifikant die 
Poly(I:C)-induzierte Genexpression von TLR3 (Abb. 16A), des TNFα (Abb. 16C) sowie von 
IL-1β (Abb. 16D) reduziert. Hingegen hatte sie keinen Einfluss auf die Genexpression von 
bFGF (Abb. 16B) oder auf CFB (Abb. 16E). Der PI3K/AKT-Signalweg scheint daher differen-
ziert an der Weiterleitung des Poly(I:C)-induzierten Signales im retinalen Pigmentepithel be-
teiligt zu sein. Das wird bestätigt durch die nachgewiesene Aktivierung des AKT-Proteins 
durch virale RNA (Poly(I:C); Abb. 15). Interessanterweise ließ sich diese Aktivierung nur nach 
einem Stimulationszeitraum von 20 min. nachweisen, nicht jedoch nach 1 h (Abb. 15). Eine 
mögliche Erklärung dafür wäre, dass PIP3-Level normalerweise im unstimulierten Zustand 
kaum nachzuweisen sind, da sie in den Zellen von Säugetieren streng kontrolliert werden. Dies 
hängt damit zusammen, dass eine Dysregulation dieses Signalweges bei der Entstehung und 
dem Voranschreiten verschiedener Tumorleiden beteiligt ist (Vivanco and Sawyers, 2002). 
Auch in unserem Fall könnte eine schnelle Gegenregulation mit sukzessiven Abbau als Erklä-
rung dienen.  
5.4.2 MAPK 
Mitogen-activated protein kinases (MAPKs) sind für die Vermittlung  Wachstumsfaktor-indu-
zierter Signale aus dem Zytoplasma in den Nucleus zuständig. (Hollborn et al., 2006a; Ros-
koski, 2012). Zu dieser Gruppe zählen die Familie der extracellular signal-regulated kinase 
(ERK), die Familie der p38 Kinase und die c-Jun N-terminal Kinase Familie (JNK) (Roskoski, 
2012). Jede MAPK-Signalkaskade besteht aus mindestens drei nacheinander folgenden Kom-
ponenten; einer ersten MAPK Kinase Kinase (MAP3K), einer MAPK Kinase (MAP2K) und 




anfänglichen Signals. Die aktivierten MAP Kinasen katalysieren die Phosphorylierung von ver-
schiedenen Proteinen wie z.B. von Transkriptionsfaktoren oder von Proteinkinasen und –phos-
phatasen (Roskoski, 2012). Die Phosphorylierung von Proteinen bei der Signalübertragung 
stellt die häufigste posttranslationale Modifizierung beim Menschen dar (Roskoski, 2012). 
5.4.3 ERK1/2 MAPK 
ERK1/2 sind Bestandteil der Ras-Raf-MEK-ERK-Signalkaskade. Sobald die GTPase Ras ak-
tiviert wird, initiiert und interagiert sie mit der MAP3K Raf. Diese phosphoryliert die Kinase 
MAP-Kinase/ERK-Kinase (MEK) 1/2, die wiederum ERK1/2 aktiviert (Hecquet et al., 2002). 
Diese Kaskade ist an der Regulation zahlreicher Prozesse wie Zelladhäsion, Zellzyklus, der 
Zellmigration, Differenzierung, Proliferation, Metabolismus sowie Transkription beteiligt (Ro-
skoski, 2012). Aufgrund ihres ähnlichen Aufbaus und ihrer gleichen Funktionen werden die 
MAPK ERK 1 und ERK 2 vereinfacht als ERK1/2 bezeichnet. Der ERK1/2 Signalweg wird 
durch Zytokine, Wachstumsfaktoren, osmotischen Stress und verschiedene G-Protein gekop-
pelte Rezeptoren aktiviert (Hollborn et al., 2006a; Roskoski, 2012). Als einen weiteren, dosis-
abhängigen Induktor konnten wir in unseren Experimenten die virale RNA identifizieren (Abb. 
15). Wir konnten eine deutliche Aktivierung von ERK1/2 nach 1-stündiger Kultivierung der 
RPE-Zellen in Anwesenheit von Poly(I:C) nachweisen (Abb. 15). ERK1/2 katalysieren die 
Phosphorylierung vieler Substrate im Zytoplasma (Hecquet et al., 2002; Roskoski, 2012). Nach 
Aktivierung durch die Kinase MAP-Kinase/ERK-Kinase (MEK) 1/2 und anschließender 
Translokation in den Zellkern regulieren sie dort die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren 
wodurch die Transkription von Zellzyklusproteinen, Proteinen des Zytoskeletts und regulatori-
schen Proteinen induziert wird (Mebratu and Tesfaigzi, 2009; Roskoski, 2012). Wir konnten 
nachweisen, dass ERK1/2 bei der Vermittlung der Poly(I:C)-induzierten Genexpression von 
TLR3 (Abb. 16A), TNFα (Abb. 16C), IL-1β (Abb. 16D) und CFB (Abb. 16E) eine Rolle spie-
len. Virale RNA beeinflusst demnach über die Aktivierung der ERK1/2 MAPK differenziert 
die Genexpression der RPE-Zellen. Diese Induktion der Expression proinflammatorischer Zy-
tokine und Initiatoren des Komplementsystems scheinen eine Entzündungsreaktion infolge ei-
ner viralen Infektion zu erklären. Der Ras-Raf-MEK-ERK-Signalweg spielt im Auge auch eine 
Schlüsselrolle bei der Kontrolle der RPE-Proliferation (Hecquet et al., 2002). Interessanter-
weise konnten wir trotz Aktivierung von ERK1/2 durch virale RNA (Abb. 15) keine Verände-
rung der proliferativen Eigenschaften der RPE-Zellen nach Stimulation mit Poly(I:C) nachwei-





Der p38-MAPK Signalweg besteht aus einer MAP3K wie der TAK1 (transforming growth fac-
tor-β activated kinase 1), einer MAP2K wie der MKK6 (MAP kinase kinase 6) und aus der 
MAPK p38 (Roskoski, 2012). Er wird durch proinflammatorische Zytokine wie den Tumor-
nekrosefaktor (TNF) und Interleukin (IL)-1 oder als zelluläre Stressantwort auf genotoxische, 
osmotische, hypoxische oder oxidative Belastungen aktiviert (Roskoski, 2012). Wir konnten in 
unseren Experimenten nachweisen, dass auch die Stimulation mit viraler RNA (Poly(I:C), Abb. 
15) zu einer dosisabhängigen Aktivierung des p38-MAPK Signalweges führt. Sowohl für die 
ERK1/2 MAPK als auch für die p38-MAPK waren die Effekte nach 1-stündiger Stimulation 
ebenfalls stärker ausgeprägt als nach nur 20 min (Abb. 15). Diese beiden Signalwege reagieren 
nach Stimulation mit viraler RNA demnach zeitlich ähnlich schnell. Inwieweit es einen Zusam-
menhang zwischen diesen beiden Signalwegen und der vorliegenden Dosis-Wirkung-Bezie-
hung durch Stimulation mit viraler RNA gibt, muss jedoch erst durch weitere Studien geklärt 
werden.  
Die Aktivierung der p38-MAPK vermittelt chemotaktische Effekte sowie die Sekretion von 
VEGF und ist vor allem mit Förderung der Zellwanderung assoziiert (Hollborn et al., 2006a; 
Hollborn et al., 2006b). Die p38 Familie spielt damit eine wichtige Rolle bei der Angiogenese, 
der Zellproliferation, bei Entzündungsreaktionen und der Produktion von Zytokinen (Roskoski, 
2012). In unseren Experimenten stellte sich heraus, dass der p38-MAPK Signalweg an der 
Poly(I:C)-induzierten Genexpression von TLR3 (Abb. 16A), bFGF (Abb. 16B), TNFα 
(Abb. 16C) und CFB (Abb. 16E) beteiligt ist. Seine Hemmung resultiert in einer signifikanten 
Verminderung der Genexpression dieser Faktoren.  
Auch hier blieben die motogenen Eigenschaften der RPE-Zellen trotz Aktivierung der p38-
MAPK durch Poly(I:C) unbeeinflusst (Abb. 18).  
5.4.5 JNK 
Der intrazelluläre c-Jun NH(2)-terminal kinase (JNK) oder auch stress-activated protein kinase 
(SAPK) Signalweg wird durch proinflammatorische Zytokine wie TNFα und bestimmte Inter-
leukine, durch TLR3 und TLR9 sowie durch zellulären Stress (osmotisch, oxidativ, hypoxisch, 
UV-Strahlung) aktiviert (Davis, 2000; Roskoski, 2012). Diese Stresssignale werden über eine 
GTPase aus der Rho Familie an eine MAP3K (z.B. TAK1) weitergeleitet, die daraufhin die 
MAP2K Isoformen MKK4 (MAP kinase kinase 4) und MKK7 (MAP kinase kinase 7) rekru-




deren Translokation in den Nucleus, wo JNK die Expression verschiedener Transkriptionsfak-
toren wie des NF-κB beeinflusst (Davis, 2000). Dieser Signalweg spielt eine Rolle bei der Re-
gulation der Zellproliferation sowie der p53-abhängigen Zellapoptose (Davis, 2000). Er trägt 
zur Produktion von TNFα und IL-6 bei. (Johnson and Nakamura, 2007). Dies konnten auch wir 
in unseren Experimenten nachweisen. So zeigte sich, dass eine Hemmung des JNK-Signalwegs 
eine signifikante Reduktion der Genexpression von TLR3 (Abb. 16A), TNFα (Abb. 16C) und 
CFB (Abb. 16E) zur Folge hatte. Damit spielt er eine Rolle bei der Pathogenese chronischer 
Entzündungen und ischämischer Verletzungen. Auch an der Funktion der T-Zellen ist die JNK 
beteiligt (Davis, 2000). 
Anhand der Aktivierung (Phosphorylierung) intrazellulärer Signalmoleküle (Abb. 15) und der 
verstärkten Genexpression diverser Transkriptionsfaktoren (Abb. 11) durch Poly(I:C) konnten 
wir nachweisen, dass virale RNA zu einer Initiierung der Aktivierung des RPEs führt. Es konnte 
gezeigt werden, dass intrazelluläre Signalwege wie ERK1/2, p38-MAPK, JNK, PI3K und Tran-
skriptionsfaktoren wie HIF-1α, NF-κB und STAT3 an der Poly(I:C)-induzierten Expression der 
RNA von inflammationsfördernden Proteinen und TLR3 beteiligt sind (Abb. 19).  
 
Abbildung 19: Schematische Zusammenfassung der Effekte viraler dsRNA auf die Genexpression humaner RPE-Zellen. Ak-
tivierung des Pattern Recognition Rezeptors TLR3 durch dsRNA resultiert in einer Aktivierung verschiedener Signalwege (z.B. 
ERK1/2, p38-MAPK, JNK, PI3K-Akt), welche alle in unterschiedlichem Maße  an der Induktion der Genexpression von TLR3, 
von Entzündungsmediatoren (TNFα, IL-1β) und von Komplement- (CFB) sowie angiogenen Faktoren (bFGF) beteiligt sind. 
Die Expression einiger Gene wird dabei durch die Transkriptionsfaktoren HIF-1α und STAT3 reguliert. Ebenso stimuliert 





Unsere Ergebnisse legen nahe, dass die selektive Inhibierung einzelner intrazellulärer Signal-
wege oder Transkriptionsfaktoren daher wahrscheinlich nicht ausreichend effektiv ist, um die 
viral bedingte Entzündung der Retina zu unterbinden, was durch andere Studien bestätigt wird 
(Veltmann et al., 2016). 
Weiterhin deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass virale RNA wesentlich stärker als viral-
bakterielle DNA die Aktivierung und Veränderungen der Genexpression im RPE induziert und 
dadurch retinale Entzündungen verstärkt (Abb. 19). Untermauert wird diese Schlussfolgerung 
durch Ergebnisse, die zeigen, dass virale RNA sowohl exogener (Cytomegalievirus, Herpes 
simplex) als auch endogener (Alu RNA) Herkunft eine Rolle bei Aggravation retinaler Entzün-
dungen spielt (Kaneko et al., 2011; Miller et al., 2004; Mukhamed'ianova et al., 2014; Tarallo 
et al., 2012). 
Trotz allem werden erst weitere Studien klären können, ob und inwieweit die (sub-)retinale 







Im Hinblick auf die von uns postulierte These und unsere Studienergebnisse stellt sich die 
Frage, was in Zukunft auf dem Feld der AMD-Forschung und Therapie geschehen wird.  
Bedenkt man die Rolle chronisch entzündlicher Prozesse in Folge viraler, bzw. Infektionen im 
Allgemeinen, liegt der Gedanke nahe, dem Impferfolg im 20. Jahrhundert nachzueifern (An-
derson et al., 2010; Cheung and Wong, 2014). So könnten intraokuläre oder sogar systemische 
(„klassische“) Impfungen genutzt werden, um der infekt-getriggerten Makuladegeneration als 
Prophylaxe vorzubeugen. Jedoch lässt sich bereits aus unseren Ergebnissen das Problem ent-
nehmen, dass die genaue Pathophysiologie und damit der möglicherweise verursachende Erre-
ger nicht ausreichend verstanden werden. Eine Impfkampagne ist daher- wenn überhaupt- erst 
nach weiterer Grundlagenforschung denkbar. 
Da vor allem das hypoxische Milieu in der Retina letztendlich über VEGF zur Gefäßprolifera-
tion führt, könnte eine hyperbare Sauerstofftherapie der Entwicklung und dem Voranschreiten 
der AMD entgegenwirken. Dieser Ansatz wurde bereits vor einiger Zeit von Weiss (2010) so-
wie durch Malerbi et al. (2015) verfolgt, die in ihren Studien Verbesserungen in der Sehschärfe 
und im Gesichtsfeld und damit auch in den activities of daily living bei Patienten mit feuchter 
AMD nachweisen konnten. Abgesehen von der relativ leichten Verfügbarkeit und der nicht 
invasiven Therapiemethode, bietet die hyperbare Sauerstofftherapie des Weiteren auch die 
Möglichkeit der Kombination mit bereits etablierten Behandlungsmethoden wie der intraoku-
lären Injektion von Bevacizumab. Ob und inwieweit diese Behandlung in der Lage ist, das Vo-
ranschreiten der AMD komplett aufzuhalten oder sogar bereits stattgefundene Veränderungen 
der Bruchschen Membran und der Retina rückgängig zu machen, bleibt zum jetzigen Zeitpunkt 
noch offen.  
Im Zuge des aktuellen Trends hin zu gesunder und abwechslungsreicher Ernährung, stellt sich 
die Frage, ob eine bestimmte Diät oder die Supplementierung von Vitaminen, Mineralstoffen 
und Spurenelementen eine Auswirkung auf die Entstehung der AMD haben. Oxidativer Stress 
verursacht durch Sauerstoffradikale, die bei der Entzündung vorkommen, wird als möglicher 
pathologischer Mechanismus bei der Entstehung der AMD diskutiert (Cheung and Wong, 2014; 
Deutsche Ophthalmologische Gesellschaft et al., 2014; Tarallo et al., 2012). In der Age-Related 
Eye Disease Study (AREDS und AREDS2) wurde dieser Frage nachgegangen. Tatsächlich 
scheinen Substanzen mit antioxidativer Wirkung wie Vitamin C, Vitamin E und β-Karotin, aber 




sein, im frühen Stadium der AMD einen protektiven Effekt in Bezug auf die Entstehung der 
AMD zu haben (Deutsche Ophthalmologische Gesellschaft et al., 2014). Die Einnahme hoher 
Dosen von Supplementen ist jedoch auch mit Risiken verbunden. So gibt es Hinweise, dass sich 
die Wirkung von Bioflavonoiden dosisabhängig positiv aber auch neagtiv auf die RPE-Zellen 
auswirken kann (Hollborn et al., 2013; Chen et al., 2014). Die aktuelle Empfehlung bis zur 
Vollständigen Auswertung beider AREDS-Studien rät daher zu einer ausgewogenen, abwechs-
lungsreichen Ernährung und zur Aufgabe des Nikotinkonsums, der maßgeblich als Risikofaktor 
anerkannt wird (Cheung and Wong, 2014; Deutsche Ophthalmologische Gesellschaft et 
al., 2014).  
Auch das weite Feld der Genetik wird in naher Zukunft als weiteres Forschungsfeld von Be-
deutung sein. So scheint es plausibel, dass- ähnlich der Assoziation des Mammakarzinoms mit 
den Tumorsuppressorgenen BRCA- auch bei der AMD eine mögliche Verbindung zu geneti-
schen Mutationen besteht (Deutsches Krebsforschungszentrum, 2015). Beispielsweise führen 
Cheung and Wong (2014) als mögliche Risikofaktoren für die Entstehung der AMD Polymor-
phismen verschiedener Signalwege und Signalmoleküle (CFB, Apolipoprotein E, VEGF) auf. 
Interessant wird diese Erkenntnis vor allem in Bezug auf eine personalisierte Therapie und ein 
in Zukunft möglicherweise besseres Screenig-Verfahren. So wäre es vorstellbar, Risikogene 
und damit Risikopatienten frühzeitig zu identifizieren und durch eine rasche Intervention mit 
z.B. einer hyperbaren Sauerstofftherapie der Entstehung der AMD entgegenzuwirken. Die von 
uns untersuchten Effekte viraler RNA auf die Genexpression von Entzündungsmediatoren in 
RPE-Zellen könnten in naher Zukunft ebenso als Therapieansatz dienen. So könnte die Inhibi-
tion der TLR3-abhängigen Signalübertragung die Retina vor altersbedingten Entzündungspro-
zessen schützen. Die protektiven Effekte des TLR3-knockdowns konnten Chen et al. (2013) 
erst kürzlich am Beispiel der autoimmunen Uveitis zeigen. 
Als erfolgsversprechend wird sich vielleicht auch die Therapie der AMD mit der Implantation 
von Stammzellen erweisen. Dieses Verfahren wurde bereits von Davidson et al. (2014) im Rah-
men der bei der AMD auftretenden geographischen Atrophie beschrieben und bietet vielleicht 
eine Möglichkeit, dass geschädigte retinale Pigmentepithel zu erneuern. Allerdings werden erst 
weitere Studien und vermehrte Forschung wie die von uns durchgeführten Experimente über 
die Grundlagen der Pathophysiologie der AMD notwendig sein, um eine abschließende Aus-
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Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) zählt weltweit zu den häufigsten Erblindungs-
ursachen. Kennzeichen der frühen, trockenen AMD ist das Vorkommen von Drusen. Bei ca. 10 % 
der AMD Patienten entwickelt sich daraus die feuchte Form der AMD, die durch pathologische 
choriodale Neovaskularisation (CNV) gekennzeichnet ist. Sie führt aufgrund der Schädigung und 
Degeneration der Photorezeptoren zum Sehverlust bis hin zur Erblindung. Die Pathophysiologie 
der AMD ist sowohl mit einer lokalen als auch mit einer systemischen Entzündungsreaktion 
assoziiert. Zu den potentiellen Risikofaktoren zählen Rauchen, ein höheres Alter, UV-Licht 
Exposition, arterielle Hypertension, familiäre Belastung mit AMD und verschiedene genetische 
Polymorphismen der Apolipoproteine, der Matrixmetalloproteinasen, der Tumornekrosefaktor-
Familie (TNF), des Komplementsystems und des vascular endothelial growth factor (VEGF). 
Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass auch virale und/oder bakterielle Infektionen zu 
einer Verstärkung der Entzündungsreaktion in der alternden Retina führen. Um ein besseres 
Verständnis der bei der AMD ablaufenden pathologischen Mechanismen zu erlangen, wurden 
die Effekte des synthetischen viralen RNA-Analogons polyinosinic-polycytidylic acid 
(Poly(I:C)) und der viral-bakteriellen DNA (CpG-ODN) auf die Expression von Genen, die in 
die bei der Pathogenese der AMD eine Rolle spielen, verglichen. Die Untersuchungen wurden 




Es wurde gefunden, dass die RPE-Zellen spezifische Marker wie Zytokeratin und die tight-
junction-Proteine ZO-1 und Occludin exprimieren. Die Expression dieser Proteine zeigte, dass 
die von uns benutzten Zellkulturen spezifische Merkmale differenzierter RPE-Zellen aufwie-
sen.  
Wir konnten feststellen, dass Poly(I:C) die Genexpression der Pattern-Recognition-Rezeptoren 
(PRR), Toll-like Rezeptor (TLR)2 und 3 in RPE-Zellen induziert, während die TLR9-Genex-
pression nur transient verändert wurde. Diese Ergebnisse bestätigen die Aktivierung von TLR2 
und 3 durch virale dsRNA bzw. virale Antigene. Die Stimulation mit CpG-ODN ergab keine 
signifikante Veränderung der Genexpression von TRL2, 3 und 9.  
In unseren Experimenten zeigte sich, dass sowohl die Stimulation mit viraler RNA als auch mit 
viral-bakterieller DNA zu einer Aktivierung der Genexpression der Transkriptionsfaktoren RELA 
(v-rel avian reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A) und NFAT5 (nuclear factor of acti-
vated T-cells) führt. Die Genexpression von HIF-1α (Hypoxie-induzierten Faktor-1α) wurde hinge-
gen nur durch die Stimulation mit Poly(I:C) verändert. Die Genexpression von STAT (signal trans-
ducers and activators of transcription)3 wurde weder durch virale RNA noch durch virale/bak-
terielle DNA signifikant beeinflusst. Sowohl virale RNA als auch viral-bakterielle DNA können 
somit eine Entzündungsreaktion im RPE auslösen. Allerdings scheint Poly(I:C) einen stärkeren 
Einfluss auf die Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren zu haben als viral-bakterielle 
DNA. 
Weiterhin wurde gezeigt, dass virale RNA die Genexpression verschiedener Proteine in RPE-
Zellen induziert, die in situ Entzündungsprozesse verstärken können. Dazu gehört der angio-
gene Faktor basic fibroblast growth factor (bFGF). Die Kultivierung der RPE-Zellen in Anwe-
senheit von Poly(I:C) bewirkte sowohl eine verstärkte Genexpression als auch eine erhöhte 
Sekretion von bFGF ins Kulturmedium. Im Gegensatz zu vorherigen Studien konnten wir für 
VEGF keine Veränderung der Genexpression durch Poly(I:C) oder CpG-ODN nachweisen.  
Die Stimulation humaner RPE-Zellen mit Poly(I:C) führte auch zu einer verstärkten Genexpression 
der proinflammatorischen Zytokine Interleukin (IL)-1β, IL-6, TNFα, MCP (monocyte 
chemotactic protein)-1 und MIP (macrophage inflammatory protein)-2. Für TNFα konnte auch 
eine erhöhte Protein-Sekretion ins Kulturmedium der RPE-Zellen nachgewiesen werden, 
wodurch die Ergebnisse der Genexpression bestätigt werden.  
Durch die Wirkung von Poly(I:C) wurde die Genexpression der Komplementproteine C5, C9 
und CFB erhöht, wobei hier für CFB die stärkste Veränderung nachgewiesen wurde. CFB ist 




RPE-Zellen kann daher wahrscheinlich zu einer lokalen Überreaktion des Komplementsystems 
mit nachfolgender Schädigung des umgebenden Gewebes führen.  
Die Stimulation mit CpG-ODN führte bei den RPE-Zellen nur zu einer geringen, transienten 
Erhöhung der Genexpression der Transkriptionsfaktoren RELA und NFAT5 und der Komple-
mentfaktoren C5 und C9. Im Vergleich zum Effekt des viralen RNA-Analogons Poly(I:C) war 
der Effekt des synthetischen Analogons viral-bakterieller DNA (CpG-ODN) insgesamt wesent-
lich geringer, was möglicherweise auf die eingesetzte Konzentration zurückzuführen sein 
könnte. Dagegen spricht, dass die eingesetzte Dosis an CpG-ODN eine induzierende Wirkung 
auf die Genexpression von C5 und C9 hatte, was wiederum auf eine ausreichende Konzentra-
tion an CpG-ODN zur Aktivierung der RPE-Zellen unter den gewählten Bedingungen hindeu-
tet.  
Mit Ausnahme von TLR9 konnten wir sowohl in fast-konfluenten als auch in konfluenten Kul-
turen vergleichbare Effekte auf die Genexpression der untersuchten Faktoren durch dsRNA 
(Poly(I:C)) nachweisen. Dazu gehörten die Gene für TLR2 und TLR3, für HIF-1α und p65/NF-
κB (nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells), für bFGF, für CFB und 
die Gene für IL-1β, IL-6, TNFα und MCP-1. Das könnte darauf hinweisen, dass auch fast kon-
fluente Kulturen retinaler Pigmentepithelzellen dazu geeignet sind, Aspekte der Physiologie 
von RPE-Zellen zu untersuchen, die ein besseres Verständnis für die pathologischen Mecha-
nismen in der alternden Retina ermöglichen. Ob unsere Ergebnisse bezüglich der Physiologie 
von RPE-Zellen jedoch auch in vivo von Relevanz sind, müssen weitere Untersuchungen zei-
gen. Die vorliegenden Ergebnisse können als Basis für weiterführende Studien zur potentiellen 
Funktion viraler Infektionen bei der Entstehung von Entzündungen in der alternden Retina die-
nen.  
Weiterhin zeigten unsere Ergebnisse, dass die Poly(I:C)-induzierte Genexpression angiogener 
und inflammatorischer Proteine bei den RPE-Zellen von der Dauer der Stimulation abhängt. 
Diese Zeitabhängigkeiten spiegeln gut die Klassifikation von TLR-induzierten Genen in die der 
Primärantwort wie TNFα und die der Sekundärantwort wie IL-6 wider. Die Ursachen für diese 
zeitlichen Differenzen bei der Geneaktivierung könnten auf die variierende Art der Bindung 
der Transkriptionsfaktoren an ihre Zielgene, die Voraussetzungen für die de novo Proteinsyn-




Virale RNA induzierte eine Aktivierung der RPE-Zellen durch eine Erhöhung des Phosphory-
lierungsgrades intrazellulärer Signalproteine und eine verstärkte Genexpression von Transkrip-
tionsfaktoren. Die Aktivitäten der Signalproteine ERK (extracellular signal-regulated 
kinase)1/2, p38-MAPK (mitogen-activated protein kinase), JNK (c-Jun NH(2)-terminal kinase) 
und PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) und der Transkriptionsfaktoren HIF-1α, NF-κB und 
STAT3 sind in unterschiedlichem Maße an der Vermittlung der Poly(I:C)-induzierten Tran-
skriptionsaktivierung der Gene für TLR3. bFGF, TNFα, IL-1β und CFB beteiligt.  
In unseren Untersuchungen konnte wir keine signifikanter Einflüsse der Poly(I:C)-Stimulation 
auf die Proliferation und Migration von RPE-Zellen feststellen. Virale RNA scheint daher kei-
nen Einfluss auf diese zellulären Eigenschaften retinaler Pigmentepithelzellen zu haben. 
Die Wirkung viraler RNA und der eher begrenzte Einfluss viral-bakterieller DNA auf die Ge-
nexpression bei RPE-Zellen lassen vermuten, dass vor allem virale RNA physiologische Ver-
änderungen im RPE induziert und somit Entzündungsreaktionen in der alternden Retina ver-
stärkt. Unsere Ergebnisse legen weiterhin nahe, dass eine selektive Inhibition einzelner intra-
zellulärer Signalwege oder Transkriptionsfaktoren nicht ausreicht, um eine viral bedingte Ent-
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